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Pfedmluva

Vzhledem k rostouci velikosti svétové populace a stoupajici trzni sile obyvatel dochazi k
vyraznému narlstu poptavky po mase jako jedné ze zdkladnich sloiek ve vyZivé clovéka.
Celosvétové se nejvice produkuje maso veprové, nasleduje maso drlbezZi, a az na tfetim misté je
maso hovézi. Celkova produkce masa ve svété vzrostla podle udaji Organizace pro hospodafskou
spoluprdci a rozvoj (OECD) z roku 2010 s 289.1 mil. tun na 324.5 mil. tun v roku 2019, tj. 0 12.3 %
(35.4 mil. tun) (1). Nejvétsim producentem masa na svété je dnes Cina, nasleduji USA, Indie,
Brazilie a EU (Némecko, Francie, Nizozemi a Dansko). Soucasné je priimérnd spotfeba masa na
jednoho obyvatele Zemé asi 32,5 kg za rok, tato spotfeba je vSak Umérné zavisla na stupni rozvoje
jednotlivych zemi (2). V Ceské republice spotieba masa od roku 1990 postupné klesa a napfiklad
vroce 2019 (Cinila spotfeba masa v priméru 83,2 kg/rok na jednoho obyvatele. Spotreba
vepfového masa tvoii piiblizné 51,7% (43,0 kg) podil z této celkové spotfeby masa v CR podle
statistiky Ceského statistického Gradu (3). Podle udajii FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) se predpokladd, Zze v prlbéhu nasledujicich 40 let bude nutné globalni
produkci masa zdvojnasobit tak, aby bylo mozné udrzet krok s narlistem poctu obyvatelstva na
planeté (4). Tento trend zvySovani spotfeby masa se tyka z globdlniho hlediska predevsim asijskych
statQ, ale i rozvojovych zemi, kde se s rostouci ekonomikou zvysuje také kupni sila obyvatelstva.
Situace v jednotlivych ekonomicky vyspélych statech Evropské unie (EU) je zasadné odliSna.
Produkce a spotifeba masa je jiz fadu let stabilizovand a producenti masa se dnes prioritné
zaméruji na ekonomickou efektivitu primyslové vyroby masa, a s tim spojené sniZzovani financnich
nakladl a jejich konkurenceschopnosti, nez na zasadni navySovani objem( produkce masa.
Z pohledu spotrebitele se odpovédné kontrolni a regulaéni organy na Urovni EU a navazné
v jednotlivych clenskych zemich unie prioritné zaméruji na kvalitu a bezpecnost vyrabénych
potravin, ale i potravin, véetné masa, dovazenych ze zemi mimo jednotny trh EU. Jednim z velmi
efektivnich a lakavych prostfedkd zvySovani vyroby masa je obecné pouZiti riznych stimulatortd
rGstu (napf. hormon() ve fazi vykrmu potravinovych zvifat. Rada vyznamnych svétovych
producentl tuto moznost intenzivné vyuziva, predevsim v zemich mimo EU, kde nejsou tyto latky
zakazany. Druhym vyznamnym faktorem je, Ze tyto syntetické stimuladtory rlstu v poslednich
letech vyznamné zlevnily adiky tomu se jejich vyuzZiti vzemédélské produkci masa stalo
ekonomicky vyhodné. Diky roziteni vyroby predeviim v Cinég, Indii a Jihoafrické republice se staly
i vice dostupné. Této situace vyuzivaji vyrobci v fadé zemi na celém svété, kde tyto prostredky
nejsou zakazany, ani nijak regulovany, jedna se predevsim o USA, Kanadu, Australii, Japonsko,
Cinu, Brazilii a Argentinu. Tyto syntetické stimuldtory rlistu jsou vzemich EU ve vykrmu
hospodarskych zvifat jiz vice nez 25 let zakdzdny. Tomuto zakazu podléhaji i dovozy masa ,ze
tretich” zemi mimo EU, kde byly pfi vykrmu tyto zakdzané pfipravky pouzity. Narodni referencni
laboratore, které v jednotlivych zemich unie provadéji monitoring a konfirmaéni stanoveni rezidui
farmakologicky ucinnych latek a kontaminantl tzv. ,cizorodych latek”, dnes prevainé pracuji
s analytickymi pristupy a metodami zalozenymi na plynové chromatografii (GC) nebo kapalinové
chromatografii (LC) a tyto vysoce ucinné separacni metody jsou spojeny s hmotnostnimi detektory
s jednim nebo prevainé dvéma (tandem) hmotnostnimi analyzatory (MS/MS), které jsou jiz fadu
let stdle povaZzovany za nejmodernéjsi a nejcitlivéjsi analytické nastroje pro kontrolu a detekci
zakdazanych latek.
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Jednim zrozdifenych androgennich anabolickych steroidnich hormond zneuZivanych nejen
ve sportovnim dopingu, ale i ve vykrmu hospodarskych zvifat je 19-nortestosteron (19-NT), vice
znami pod oznacenim nandrolon. Dokument EU referencnich laboratofi (Community Reference
Laboratories' — CRL) na zakladé smérnice rady 96/23/EC doporucuje narodnim referencnim
laboratofim na prokazani zneuziti nandrolonu ve vykrmu hospodarskych zvifat jeho stanoveni
v moci, jatrech a mase (5). V této pfirucce (CRL Gudeline) vSak neni zminénd detekce metabolit
nandrolonu. Sledovani metabolismu a cilené stanoveni metabolitd nandrolonu ve vhodné matrici
zvySuje presnost a citlivost zachytu zneuZiti steroidniho hormonu ve vykrmu hospodarskych zvifat.
V prvni fazi metabolismu je nandrolon primarné konvertovan na 19-norandrosteron a 19-
noretiocholanolon. Ndsledné jsou vzniklé metabolity v ramci druhé faze metabolismu konjugované
s kyselinou glukuronovou a eliminovany z organismu. Certifikovana metodika zavadi analytickou
metodiku pro cilené stanoveni téchto produktl konjugace a nasledné eliminace, metabolit( 19-
norandrosteron glukuronid a 19-noretiocholanolon glukuronid v moc¢i prasat jako vhodnych a
perspektivnich biomarkerl pro prokazovani zneuZiti nandrolonu ve vykrmu prasat. Tyto vhodné
biomarkery jsou jiz fadu let zavedeny a kontrolovany Svétovou anti-dopingovou agenturou
(WADA) vramci kontroly sportovniho dopingu lidi jako uc¢innd prevence proti zneuZivani
nandrolonu ve vrcholovém sportu (6). Prokazalo se jako vhodné, aby stejnd strategie pouZzivajici
postupl metabolomiky, byla vyuZzivana i pfi dokazovani zneuZiti tohoto anabolického steroidniho
hormonu ve vykrmu hospodarskych zvirat.

I. Cil metodiky

Cilem uplatnéné metodiky je analyticka identifikace a kvantitativni stanoveni dvou metabolitd
nandrolonu, 19-norandrosteron glukuronidu a 19-noretiocholanolon glukuronidu v moci prasat
metodou LC-MS/MS(HR). Vyvinuta analytickd metodika na bazi kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim je orientovana na prasata chované pro produkci
masa a masnych vyrobkl a slouZi predevsim pro potreby kontrolnich organl statni spravy pro
ovérovani zneuziti steroidniho hormonu nandrolonu ve vykrmu.

Tato analytickd metodika, kterad byla vyvinutd v rdmci projektu ¢. QK1910311, je rychla, presna a
vysoce citliva a jednoznacné identifikuje prFitomnost metabolitu druhé faze metabolismu
nandrolonu: 19-norandrosteron glukuronidu a 19-noretiocholanolon glukuronidu ve vzorcich moci
prasat.
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Il. Vlastni popis metodiky
1. Cast informativni

1.1 Nazev metody

Metabolomika - Identifikace a kvantitativni stanoveni metabolitd nandrolonu (glukuronidd
norandrosteronu a noretiocholanolonu) metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii s vysokym rozliSenim v moci prasat.

1.2 Princip metody

Princip pouzité metody je zaloZen na analytické separaci vzork(i na chromatografické koloné pomoci
kapalné mobilni faze (kapalinovd chromatografie, LC) a nasledné identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych latek pomoci hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) s vysokym rozliSenim
(HR). Tato fyzikalné-chemicka metoda slouzi pro urc¢ovani hmot molekul (m/z) a jejich éasti, jez je
tfeba k tomu ucelu prevést na kladné nebo zdporné ionty a ndsledné tyto ionty rozliSit podle
poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a zaznamu relativnich intenzit téchto iontl. MS je mimoradné
citlivd, destruktivni analytickd metoda, kterd pfi minimdlni spotfebé vzorku urcuje molekuldrni
hmotnost (MW) a dalsi strukturaini informace analyzované organické latky.

1.3 Analyty
19-noretiocholanolone glucuronide (CAS n. 294213-87-9), 19-norandrosterone glucuronide (CAS n.
294213-86-8)

1.4 Rozsah a pouzitelnost metodiky
Metodika je pouZitelnd pro stanoveni glukuronidi norandrosteronu a noretiocholanolonu

ve vzorcich moéi prasat v koncentraénim rozsahu 10 pg.I* — 2000 pg.I'* pro norandrosteron a 1
ug.kgt — 2000 pg.kg! pro noretiocholanolon.

1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Identifikace a prokazovani méreného analytu ve vzorcich je zaloZeno na méfeni presnych hmot
(mass accuracy) odpovidajicich kladnych iontl prekurzord a produktovych iontd s vyuZitim kritéria
pro Spravnost (4dppm < 1). Kvantifikace analytu je zaloZzena na zakladé matricové kalibraéni kFivky
s nasledujicimi vypoctenymi kritickymi body: CCs, CCg, LOD a LOQ (vice viz kapitola — Validace
metody).

1.6 Interference metody

Stanoveni glukuronidd 19-norandrosteronu a 19-noretiocholanolonu analytickou metodou LC-
MS/MS s vysokym rozlisenim je za danych podminek vysoce specifické a pfi méfenich nebyly
pozorovany zadné interference v oblasti vyskytu odezvy analytl pro matrici moci.

1.7 Interni kontrola metody

Vyuziva se pridavku isotopicky znaceného interniho standard — Norandrosteron glukuronid-Da.
Kazdy vzorek je na zacatku zpracovani fortifikovan roztokem interniho standardu na vyslednou
koncentraci 50 pl.I"%.
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1.8 Externi kontrola metody

Planovand ucast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach.

2. Pracovni postup metodiky
2.1 Chemikalie, standardy

Analytické standardy organické latky 19-norandrosterone glucuronide (CAS n. 294213-86-8), 19-
noretiocholanolone glucuronide (CAS n. 294213-87-9) a 19-norandrosterone glucuronide-D4 (CAS
n. 682355-44-8) byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich CZ a dodany objednavatelem. Kalibra¢ni
roztoky pro mass accuracy — Pierce ESI Positive/Negative lon Calibration Solution, dodavatel
Thermo-Fisher Scientific CZ. Chemikalie metanol (gradiend grade) a kyselina mravenci byly
nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ. Hydroxid amonny byl nakoupen u firmy Penta s.r.o.
Deionizovand (demineralizovand) voda byla ziskdna na zafizeni GORO DEMI ULTRA CZ. Kapalny
dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.

Zéasobni roztok standardd byl pFipraven o koncentraci 1 g.I'* (Rozpustén 1 mg standardu v 1,0 ml
de-ionizované vody).

Pracovni roztoky standardd byly pfipraveny o potfebné koncentraci odpovidajicim naredénim
zasobniho roztoku pridavkem 50 % roztoku metanolu.

Vsechny roztoky se skladuji pfi -20°C v mrazdku. Zasobni roztoky standard( jsou stabilni 1 rok,
pracovni roztoky jsou stabilni 1 mésic.

2.2 Analytické zafizeni

Vsechny vysledky byly naméreny na analytickém zafizeni UHPLC-(HR)MS, pokud neni vyslovené
uvedeno jinak. Instrumentdlni analytické zafizeni bylo sloZeno ze dvou hlavnich ¢éasti, z ¢asti
chromatografické separace vybavené zatizenim (ultra) kapalinovym chromatografem Accera 1200
a ¢asti hmotnostni spektrometrie vybavené hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSenim (High Resolution, HR) na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s H-ESI
ionizaénim zdrojem. Analytické instrumentalni zafizeni LC-(HR)MS/MS bylo vyrobené a dodané
firmou Thermo Fisher Scientific, USA, jako fidici software byl pouZzit Excalibur ve verzi 3.10 a jako
vyhodnocovaci software pro konfirmaci (identifikaci a potvrzovani) byl pouzit expertni software
Mass Frontier v.7.0 (oba Thermo Scientific). Méfeni bylo provedeno v analytické laboratofi
vybavené presnou klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani

Vzorky moci jsou po porazce odebrany z mocového méchyre pomoci injekéni stfikacky do 50 ml
Cisté centrifugacni zkumavky, radné oznaceny a uchovany pfi -20°C.
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2.4 Pracovni postup pfipravy vzorku

1. Vzorek moci odstredit 1 minutu pfi 11 000 otackach pfi 20 °C a odebrat 4950 pl do Cisté
zkumavky, pfidat 50 pl kyseliny mravendi a 10 pl IS (25 mg.I') — 19-norandrosteron
glukuronidu-D4 kratce zvertexovat,

SPE kolonu Oasis Prime HLB 3cc (60mg) nasadit na manifold s vakuovou pumpou, pod
kolonu dat odpadni nadobu a pustit pumpu,

nanést 1 ml methanolu na kolonu,

nanést 0,5 ml 2% kyseliny mravenci na kolonu,

napipetovat 5 ml vzorku moci pfipraveného dle bodu 1,

nanést 1 ml 2 % methanolu na kolonu,

nanést 1 ml 5 % hydroxidu amonného na kolonu,

vyménit odpadni naddobu pod kolonou za ¢istou 2 ml centrifugacni zkumavku,

nanést 40 % methanol na kolonu,

10. eluat prenést do sklenéné odparovaci zkumavky,

11. zkumavku od eludtu proplachnout 0,5 ml methanolu a prenést do stejné odparovaci

zkumavky,
12. vysusit proudem dusiku pfi 50 °C,

13. rozpustit ve 100 pl 40 % methanolu,
14. pfenést do inzertu, vlozit do chromatografické vialky a dobre uzavrit.

2.5 Analyticka metoda méreni

2.5.1 Chromatograficka separace pro kvantifikaci

Vzorky pfipravené pro cilenou analyzu byly pfimo nastfiknuty do chromatografického systému
Accela 1200 s hmotnostnim spektrometrem. Chromatograficka separace probihala na analytické
koloné C18 Luna Omega PS rozméru 100 x 2.1 mm, zrnéni 1.6 um (Phenomenex) vybavené
ochranou predkolonou C18 Luna Omega rozméru 4.6 x 2.1 mm. Analytickd kolona byla
temperovana na 40 °C a pratok kolonou byl konstantné nastaven na 250 ul mint. Nastfikovany
objem vzorku je 10 pl. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1 % roztoku kyseliny mravenci a 5 % roztoku
methanolu ve vodé (mobilni faze A) a 0,1 % roztoku kyseliny mravenci a 5 % vody v methanolu
(mobilni faze B). Pouzity gradient mobilni faze je uveden v tabulce 1, doba analyza vzorku byla 20

minut.

Tab. 1 - Gradient mobilni faze:

Cislo | Cas (min) | Priitok (ul/min) | A (%) | B (%)
1 0 250 60 40
2 1.0 250 60 40
3 2.0 250 45 55
4 10.0 250 35 65
5 10.5 250 35 | 65
6 13.0 250 10 90
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7 15.0 250 10 90

8 15.5 250 60 40

9 20 250 60 40

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci

Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v pozitivnim modu
s vyhfivanym elektro sprej ioniza¢nim zdrojem (ESI+). Pro cilenou analyzu detektor pracuje
v nastaveném modu Paraller Reaction Monitoring (PRM) s vysokym rozliSenim, RozliSovaci
schopnost (Resolving power, RP) = 17.500 FWHM pro kvantifikaci a 100.000 FWHM pro
identifikaci. Nastaveni hmotnostniho spektrometru je nasledujici: Sheath gas flow rate 14 (unit),
Aux gas flow rate 1 (unit), Spray voltage 3.9 (kV), Capillary temp. 320 (°C), Heater temp. 200 (°C), S-
lens RF level 50, AGC target 5.e® a Maximal inject time 50 (ms). Pfed za¢atkem kaZzdého méfeni je
hmotnostni spektrometr vidy externé kalibrovan na presnou hmotu pomoci kalibra¢nich roztokd
Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon Calibration Solition (Thermo Scientific).
Cely LC-(HR)MS systém je fizen a namérena data jsou uklddana a procesovana pomoci softwaru
Excaliber 3.10, data pro identifikaci jsou vyhodnocovdna pomoci expertniho softwaru Mass
Frontier v.7.0.

2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na pfesnou hmotu (mass accuracy)

Kalibrace MS spektrometru na presnou hmotu byla provadéna vidy pred zahdjenim méfeni
externé na zakladé kalibra¢nich roztok( Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon
Calibration Solition (dodavatel Thermo Scientific). Vysledek externi kalibrace je uveden na
nasledujicich obrazcich (Obr. 1, 2). Povolena chyba méreni (spravnost) je £ 3 ppm pro pouzity
hmotnostni spektrometr QExactive.

Mass accuracy

RMS deviation miz 1381 miz 198.1 miz5324.3
—— miz222.0 - Mz 14220 —— miz15z2.0

...........

miz dev [ppm]

Scan

Obrazek 1 — Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)
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Mass accuracy
FMS deviation miz 265.1 miz 5142 m/iz1280.0
—— miz1380.0 —— Mz 1430.0 —— Mz 15800 miz 1680.0
—— miz1780.0

:fz
|
|
\

mfz dev [ppm]

Scan

Obrazek 2 — Negativni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,18/0,25 ppm)

Interni kalibrace byla nastavena na pfesnou hmotu aduktl iontu acetonitrilu MW [M+Na]* =
64.01577, MW [M2+H]* = 83.06037 a probihala kontinudlné v nastaveném modu mass-lock.

2.7 Standardy analytt pro identifikaci, prokazovani a kvantifikaci

U standard( analyt( jsou zméFeny hmotnostni spektra MS?* ve vysokém rozliseni (RP = 140.000) a
ndsledné charakteristické produktové (fragmentacéni) spektra MS? (RP = 17.500). Z naméFenych dat
byly vypocteny velikosti povolenych odchylek od teoretické presné hmoty (Spravnost, Mass
accuracy) pro odpovidajici ionty prekurzorl a fragmentd (produktovych iontl) standardd.
Vypoctené odchylky musi pro spravnou identifikaci analytu odpovidat kritériu MA < 3 A ppm.
Podminky nastaveni hmotnostniho spektrometru pro ziskani maximalnich intenzit odezev pro
standardy byly vyuZity pro nastaveni MS spektrometru pro nasledné méreni vSech vzorka.

2.8 Kalibrace a standardizace

Pro kvantifikace je pouZita metoda ,pfidavku interniho standardu®, kazdy vzorek je fortifikovan
roztokem interniho standardu IS (50 pg.I%).

2.9 Management kvality vysledkii méreni

Do kazdé sekvence na zacatek a konec méreni jsou zarfazeny kontrolni vzorky (QC), pfipravené z
matric, u kterych byla dfive prokazana nepfitomnost analytt. QC vzorky jsou fortifikovany roztoky
standard(l stanovovanych analyt a IS na hladinu koncentrace 50 pg.I"t. Odezvy monitorovanych
vzorku se porovnavaji s odezvami kontrolnich vzorkl (QC).

2.10 Kvantifikace

Pfi konfirmacnim stanoveni se kvantifikace ,pozitivnich” vzorkd provede vypoltem z matricové
kalibracni krivky, ktera byla namérena s pridavkem interniho standardu. Jako nezavisle proménna
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X je zvolena koncentrace analytu a zavisle proménnd Y je ddna pomérem ploch
standardu/internimu standardu.

2.11 Urceni nejistoty (chyby) vysledkti méfeni

Nejistota méreni byla stanovena dle postupu uvedeného v dokumentu GUM:1995 (Pokyn ISO/IEC
98-3) na zakladé vyhodnoceni dat ziskanych v prlibéhu validace metody s vyuzitim standardni
smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (RSD v-irep.) (7).

2.12 Uvadeéni vysledkd méreni
Vysledek je uvadén ve tvaru: x U (pg.l?)
X..... namérena hodnota

U.... je rozSifend nejistota vypoctena jako U = 2 * RSD v.irep

V pfipadé, Ze namérena hodnota je mensi nez limit detekce LOD, pak se vysledek uvede jako N.D.
(,,Nedetekovano” nebo ,Not detected” ).

Pokud se provadi hodnoceni vyhovuje / nevyhovuje ( ,compliant” / ,non compliant”), tak pro
hodnoceni nevyhovuje (,non compliant“) musi byt splnéna vSechna kritéria poZadovana
Commission decision EC/2002/657 (8).
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Ill. Srovnani ,,novosti postupt

Byla vyvinutda nova analytickd metoda pro stanoveni dvou metabolitd nandrolonu, 19-
norandrosteron glukuronidu a 19-noretiocholanolon glukuronidu na zdkladé kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich
mocdi prasat. Pouziti tandemového hybridniho hmotnostniho analyzatoru s vysokym rozliSenim pro
jednoznacnou identifikaci vySe uvedenych metabolitd nandrolonu a konfirmacni stanoveni
s vyuZitim kritéria mass acurracy (MA), je zcela nové feSeni pro prokazovani zneuZziti hormonu
nandrolonu pfi vykrmu prasat (s moZnosti rozsifeni na dalsi hospodarskd zvifata). Podle znalosti
autoru, nebylo dosud toto fesSeni zavedeno v praxi a ani publikovano ve védecké literature.

Vyvinuta metodika je dale vysoce citliva pro kvantitativni stanoveni obou metabolitl nandrolonu,
19-norandrosteron glukuronidu a 19-noretiocholanolon glukuronidu, jak bylo prokdzano validaci a
splnénim vsech parametrli poZzadovanych Commission decision 657/2002/EC (9). Postup ptipravy
vzorku byl modifikovan tak, aby celd procedura zpracovani vzorkl byla maximalné efektivni
s minimalnim potfebnym ¢asem na pfipravu a ndrocnost na manudlni praci kvalifikovaného
pracovnika v analytické laboratofi.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je uréena pro orgéany statni spravy, zejména SVS CR, ale i pro soukromé
uzivatele z fad zemédélcd, chovatell prasat a zpracovateld veprového masa na jatkach. Metodika
byla vyvinuta dle parametrli poZzadovanych pro konfirmacni metody a diky vysoké citlivosti a
jednoznacéné identifikaci analyzovanych analytd mu(ze byt uplatnéna prioritné jako rozhoddi
metodika (konfirmacni) v situacich, kdy bude poZadovano exaktni potvrzeni a rozhodnuti.
Metodika ale maze byt v pfipadé zajmu vyuzivana i rutiné, napriklad soukromymi subjekty pro
prokazovani jakosti vyrobk(li a zvySeni napft. prestize, deklarace dodrzovani jakosti vyrobki,
konkurenc¢ni vyhody atd.

V. Ekonomické aspekty
1. Naklady na zavedeni metodiky do laboratofe

Naklady na zavedeni metodiky do laboratofe je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na pofizeni spotfebniho materidlu, standard( a chemikdlii na provedeni
pripravy vzorkll a méfeni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s nakupem drobného hmotného
majetku, ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.).
Naklady na analytické zafizeni LC-MS/MS(HR) nejsou uvadény, nebot se predpoklada, Zze laborator
vyuzivajici metodiku LC-MS je jiz timto zafizenim vybavena.

Naklady na vysSetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratore jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. VSechny ceny jsou aktualni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.
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Naklady na potizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

PoloZzka Obvykla cena
Pipety 3 ks 15 000 K¢
Centrifuga 100 000 K¢
Thermovap 65 000 K¢
Vortex 8 000 K¢
Minfold s vakuovou pumpou 45 000 K¢
Celkem 233 000 K¢

Naklady na material na vySetfeni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace zahrnuje i
pramérné naklady na pozitivni a negativni kontroly na analytické standardy a IS. Kalkulace
nezahrnuje naklady na mzdy odbornych pracovnikd (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a
naklady na amortizaci pouzitého analytického zafizeni. Tyto ndklady mohou byt rozhodujici pro
celkové stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

PoloZzka Obvykla cena
Extrakce vzorku 150 K¢
Interni standard 300 K¢
Standardy analytt 380 K¢
Spotiebni materidl (Spicky, 90 K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)

Celkem 920 K¢

2.Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomické prinosy pro uzZivatele lze rovnéz rozdélit do dvou kategorii: ptinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratofe, ktera bude tuto metodiku provadét, a pak prinosy
z pohledu uZivatele, tedy vlastniho zakaznika vroli objednavatele (napf. UKzUz, USKVBL,
soukromy chovatelé prasat, atd.).

Ekonomické pfinosy pro laboratof:

pfi bézné cené 4.000,- az 5.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzork(i pomoci systémua
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovniki) se prfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorki
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, napfiklad za 100 analyzovanych vzorku
za rok by to byl pfinos 400 tis. K¢,

obecné ale plati, Ze ceny se tvofi dohodou a v tomto pfipadé plati, Ze cena za jednu analyzu
se vyznamné snizi, pokud bude objedndvka smluvend na vice vzorkl, napfiklad cena pro
vyznamného zdkaznika mulze byt stanovena na 2.500,- K¢ pfi zakdzce 100 vzork( ro¢né, pak
ekonomicky pfinos bude 250 tisic za rok.
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Budouci ekonomické pfinosy pro objednavatele:

- Vtomto pripadé se nedaji ekonomické pfinosy presnéji vycislit, protoze metodika byla
vyvinuta prioritné jako rozhodci (konfirmacni) pro situace, kdy bude pozadovano exaktni
potvrzeni a rozhodnuti, ale tato situace nastava zridka kdy.

- Bude-li tato metodika pouZzita pro scrinning pfi monitoringu, daji se ekonomické pfinosy
opét slozité odhadnout, ale v pfipadé negativnich vysledk(l budou ekonomické pfinosy
v plusovych hodnotach jak pro farmare, tak i pro zpracovatele a v kone¢ném dusledku i pro
koncové spotrebitele.

- Pouze, hypoteticky se da dovodit, Ze m(zZe nastat situace, kdy bude nesprdvné rozhodnuto
(faleSné-pozitivni vysledek), napfiklad stdtnim orgdnem na zakladé scrinnigové orientacni
zkousky, pak by naklady na pozastaveni vykrmu prasat nebo konfiskace zpracovdvaného
veprového masa na jatkach, a z toho plynouci nasledné kroky pro pfipadné udéleni penézni
pokuty a z toho plynouci mozné soudni spory by mohly dosdhnout fddové az na milion K¢.
A Ize dovodit fadu dalSich nepfiznivych situaci, které na zakladé nespravného rozhodnuti
mohou nastat a mohou mit fadu vyznamnych ekonomickych dopad(. Predkladand
metodika by takovym situacim méla predejit a zcela zabranit, protoZze byla vyvinuta jako
konfirmacni, kdy mlzZe byt pouZita v jediné analyze pro scrinning a zaroven pro konfirmaci
stejného vzorku.
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