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NARIADENIE KOMISIE (EU) &. 51/2013

zo 16. janudra 2013,

ktorym sa meni a dopliia nariadenie (ES) & 152/2009, pokial ide o metédy analyzy na stanovenie
zloziek ZivoliSneho pdvodu na dcely dradnych kontrol krmiv

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,

so zretefom na Zmluvu o fungovani Eurépskej tnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
¢. 882/2004 z 29. aprila 2004 o tradnych kontrolich usku-
tocniovanych s cielom zabezpecit overenie dodrziavania potra-
vinového a krmivového prava a predpisov o zdravi zvierat a o
starostlivosti o zvieratd ('), a najmd na jeho ¢ldnok 11 ods. 4,

kedZe:

(1)  V ¢lanku 7 ods. 1 nariadenia Eurépskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢. 999/2001 z 22. mdja 2001, ktorym sa
stanovujt pravidla prevencie, kontroly a eradikdcie niek-
torych  prenosnych  spongiformnych  encefalopatii
(TSE) (3), sa zakazuje kfmenie preziivavcov ZzivociSnymi
bielkovinami. Uvedeny zdkaz sa rozsiril aj na iné zvieratd
ako preztivavce a obmedzil sa, pokial ide o kfmenie
tychto zvierat produktmi Zivo¢i$neho poévodu, v silade
s prilohou IV k uvedenému nariadeniu.

(2)  V ¢lanku 11 ods. 1 nariadenie Eurdpskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢. 1069/2009 z 21. oktébra 2009, ktorym
sa ustanovujii zdravotné predpisy tykajice sa vedlajsich
zivo¢inych produktov a odvodenych produktov neurce-
nych na ludskd spotrebu a ktorym sa zru$uje nariadenie
(ES) & 1774/2002 1774/2002 (%), sa zakazuje kimenie
suchozemskych zvierat uréitého druhu okrem koZzusino-
vych zvierat spracovanou Zzivoci$nou bielkovinou pochd-
dzajicou z tiel alebo Casti tiel zvierat toho istého druhu,
ako aj kfmenie ryb z hospodérskych chovov spracovanou
zZivo¢i§nou bielkovinou pochddzajicou z tiel alebo casti
tiel ryb z hospodarskych chovov toho istého druhu.

(3)  V nariadeni Komisie (ES) ¢. 152/2009 z 27. janudra
2009, ktorym sa stanovuju metédy odberu vzoriek
a analyzy na ucely dradnych kontrol krmiv (¥, sa
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v jeho prilohe VI stanovuji met6dy analyzy na stano-
venie zloziek Zzivoc¢iSneho povodu na dcely dradnych
kontrol krmiv. Mikroskopickd metdda, ktord je v stcas-
nosti jedinou validovanou metédou na zistovanie pritom-
nosti  zivociinych bielkovin v krmivdch, umoznuje
rozlisit pritomnost zloZiek pochddzajicich zo suchozem-
skych zvierat od pritomnosti zloziek pochddzajicich
z ryb, avak neumoziluje s dostato¢nou presnostou kvan-
tifikovat mnozstvo Zzivo¢iSnych zloziek v krmivach,
a preto by sa na tento Géel nemala pouzivat.

Referenéné laboratérium EU pre zZivodisne proteiny
v krmivéch zvalidovalo novii metédu zistovania ZivoCis-
nych zloziek, ktord je zaloZzend na polymerdzovej reta-
zovej reakcii (polymerase chain reaction, PCR). Vykond-
vacou $tudiou, ktord prebehla za dcasti narodnych refe-
renénych laboratérii ¢lenskych Stitov, sa preukdzalo, zZe
novd metdda je dostatone robustnd, aby sa mohla
v Unii pouzivaf ako metéda tradnej kontroly. Podla
tejto novej metddy je mozné zistit pritomnost Zivolis-
nych zloziek v krmivach, ako aj zivo¢isny druh, z ktorého
tieto zlozky pochddzaji. Pouzivanie tejto novej metddy
v kombindcii s mikroskopickou metédou, pripadne jej
nahradenie touto novou metddou, by velmi prispelo ku
kontrole spravneho vykondvania zdkazov kfmenia, ktoré
st stanovené v nariadeniach (ES) ¢ 999/2001 a (ES)
¢ 1069/20009.

Priloha VI k nariadeniu (ES) ¢. 152/2009 by sa preto
mala zodpovedajicim spésobom zmenif a doplnit.

Opatrenia stanovené v tomto nariaden{ st v stlade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat a Eur6psky parlament ani Rada proti
nim nevzniesli ndmietku,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Clanok 1

Priloha VI k nariadeniu (ES) ¢. 152/2009 sa nahrddza textom

uvedenym v prilohe k tomuto nariadeniu.
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Clanok 2

Toto nariadenie nadobuda t¢innost dvadsiatym diiom po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vietkych clenskych
Stdtoch.

V Bruseli 16. janudra 2013

Za Komisiu
predseda
José Manuel BARROSO
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PRILOHA

LPRILOHA VI

Met6dy analyzy na stanovenie zloZiek ZivociSneho pdvodu na dcely dradnych kontrol krmiv

2.1.
2.1.1.

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.

2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.3.1.
2.1.2.1.3.2.
2.1.2.1.3.3.

2.1.2.1.4.
2.1.2.1.4.1.

UCEL A ROZSAH

Stanovenie zloZiek Zivo¢iineho povodu v krmivéch sa uskutocriuje pomocou svetelnej mikroskopie alebo
polymerdzovej retazovej reakcie (polymerase chain reaction, PCR) v stlade s ustanoveniami uvedenymi
v tejto prilohe.

Tieto dve metédy umoziuji zistit pritomnost zloZiek zZivo¢isneho povodu v kfmnych surovinich a v
kfmnych zmesiach. Neumoziiuji vsak vypocet mnozstva takychto zloziek v kifmnych surovinich a v
kfmnych zmesiach. Obe metddy maji detekény limit nizsi ako 0,1 % (hmot.).

Metéda PCR umoziiuje identifikdciu taxonomickej skupiny zloziek zivocisneho povodu, ktoré st pritomné
v kfmnych surovindch a v kfmnych zmesiach.

Tieto metddy sa pouzijii na kontrolu uplatiiovania zdkazov stanovenych v ¢clanku 7 ods. 1 a v prilohe IV
k nariadeniu (ES) ¢. 999/2001 a v ¢ldnku 11 ods. 1 nariadenia (ES) ¢. 1069/2009.

V zdvislosti od druhu skdsaného krmiva mozno tieto metddy pouzit v rdmci jedného operacného proto-
kolu, a to bud jednotlivo, alebo vo vzdjomnej kombindcii, v stlade so Standardnymi operacnymi postupmi
(standard operating procedures, SOP), ktoré stanovilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo Referen¢né
laboratérium EU pre Zivocisne proteiny v krmivich (EURL-AP) ().

METODY
Svetelnd mikroskopia
Princip

Zlozky zivocisneho povodu, ktoré sa mozu vyskytovat v kimnych surovindch a v kimnych zmesiach, sa
zistujii na zdklade typickych, mikroskopicky identifikovatelnych vlastnosti ako svalové vldkna a iné casti
misa, chrupavky, kosti, rohovina, srst, Stetiny, krv, perie, vaje¢né skrupiny, rybie kosti a Supiny.

Cinidld a pristroje
Cinidld
Zahustovacie ¢inidlo

Tetrachléretylén (hustota 1,62)

Vyfarbovacie ¢inidlo

Roztok alizarinovej Cervene (zriedte 2,5ml 1M kyseliny chlorovodikovej v 100 ml vody a do tohto
roztoku pridajte 200 mg alizarinovej Cervene)

Preparaéné ¢inidld
Lah (NaOH 2,5 % hm.[obj. alebo KOH 2,5 % hm./obj.)
Glycerol (neriedeny, viskozita: 1 490 cP)

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozita: 1 200 cP) alebo Zivica s rovnocennymi vlastnostami na pripravu
trvalého prepardtu

Vyfarbovacie ¢inidla

Lugolov roztok (rozpustite 2 g jodidu draselného v 100 ml vody a pridajte 1 g jodu za stdleho pretrepa-
vania)

(") http:/[eurl.craw.eu|


http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.4.2.
2.1.2.1.4.3.

2.1.2.1.4.4.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.
2.1.2.2.
2.1.2.2.1.

2.1.2.2.2.
2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.

2.1.2.2.8.

2.1.3.
2.1.3.1.

Cystinové ¢inidlo (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml vody)

Fehlingovo ¢inidlo (pripravuje sa pred pouzitim z dvoch rovnako velkych ¢asti (1/1) z dvoch roztokov A a
B. Roztok A: 6,9 ¢ pentahydritu siranu mednatého sa rozpusti v 100 ml destilovanej vody. Roztok B:
34,6 g vinanu sodnodraselného tetrahydratu a 12 ¢ NaOH sa rozpusti v 100 ml destilovanej vody)

Tetrametylbenzidin/peroxid vodika. (1 g 3,35,5 tetrametylbenzidinu sa rozpusti v 100 ml adovej kyseliny
octovej a v 150 ml vody. Pred pouzitim zamieSajte 4 diely roztoku tetrametylbenzidinu s 1 dielom 3 %-
ného peroxidu vodika)

Odfarbovacie ¢inidla

Etanol > 96 % (technicky)

Aceton (technicky)

Odfarbovacie ¢inidlo

Obchodny roztok chlérnanu sodného (9 — 14 % aktivneho chléru)
Vybavenie

Analytickd vidha s presnostou 0,001 g

Mlecie zariadenie: mlyncek alebo trecia miska

Sitd so Stvorcovymi okami so sirkou s rozmermi 0,25 mm a 1 mm

Skleneny kénicky oddelovaci lievik s objemom 250 ml s teflénovym alebo sklenenym zabrisenym kohd-
tikom na spodku kuzela. Prierez kohutika v otvorenej polohe je > 4 mm. Alternativne sa moZze pouzit
sklenend konickd sedimenta¢nd kadicka, ak laboratérium preukdzalo, Ze hodnoty medznej detekcie zodpo-
vedaji hodnotdém ziskanym pri pouziti skleneného kénického oddelovacieho lievika.

Oddelovaci lievik

/"

250 ml

priemer 4mm

Stereoskopicky mikroskop umoziujiici koneény rozsah zvicsenia minimalne 6,5x az 40x

Kombinovany mikroskop umoznujici kone¢ny rozsah zvicSenia minimdlne 100x az 400x v jasnom poli
prechddzajiceho svetla. Dalej mozno pouzit aj polarizované svetlo a diferencidlny interferenény kontrast.

Bezné laboratérne sklo

Pomocky na pripravu podlozného sklicka: klasické podlozné sklicka, podlozné sklicka s jamkou, krycie
sklicka (20x20 mm), pinzety, laboratérna Spachtlicka

Odber a priprava vzoriek

Odber vzoriek

Pouziva sa reprezentativna vzorka odobrand podla postupov stanovenych v prilohe I
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2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.3.3.1.

2.1.33.2.

2.1.3.3.3.

2.1.3.3.4.

2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.3.4.

Preventivne opatrenia, ktoré sa maji prijat

Vsetko vybavenie uréené na viacndsobné pouzitie sa pred pouzitim dokladne vycisti, ¢im sa zabrani
krizovej kontamindcii v laboratériu. Pred cistenim sa oddelovaci lievik rozoberie na jednotlivé Casti.
Jednotlivé casti oddelovacieho lievika a skleneného vybavenia sa vopred umyji rucne a ndsledne sa vloZia
do umyvacicho zariadenia. Sitd sa Cistia kefou s pevnymi syntetickymi Stetinami. Po preosiati materidlu
s obsahom tuku, ako je napr. rybia mucka, sa na zdver odportca odistit sitd aceténom a stlatenym
vzduchom.

Priprava inych vzoriek ako tuky alebo oleje

Sudenie vzoriek: vzorky s obsahom vlhkosti > 14 % sa pred manipuldciou vysusia.

Predbezné preosievanie vzoriek: odporica sa vopred preosiat granulované a jadrové krmivo sitom
s velkostou 1 mm a ndsledne pripravit a analyzovat dve vzniknuté frakcie ako samostatné vzorky.

Odber podvzoriek a mletie: z aspon 50 g vzorky sa pripravia podvzorky s ciecflom vykonat analyzu
a nasledne sa zomeld.

Extrakcia a priprava sedimentu: do oddelovacieho lievika alebo do kénickej sedimentacnej kadicky sa
navazi davka s hmotnostou 10g (s presnostou na 0,01 g) rozomletej podvzorky a pridd sa aspoil
50 ml tetrachléretylénu. V pripade rybej mucky alebo inych vyrobkov ¢isto Zivocisneho povodu, minerdl-
nych zloZiek alebo premixov, ktoré vytvéraju viac ako 10 % sedimentu, sa ddvka znizi na 3 g. Zmes sa
dokladne pretrepdva pocas aspont 30s a v priebehu oplachovania vnitorného povrchu oddelovacieho
lievika na tdcely odstrdnenia akychkolvek prilnutych pevnych castic sa opatrne pridiva minimalne dalsich
50 ml tetrachléretylénu. Vzniknutd zmes sa ponechd usadzovat pocas aspon piatich mindt, kym sa otvo-
renim kohdtika oddeli sediment.

Ak sa pouziva konickd sedimentacnd kadicka, musi sa zmes premiesavat aspon pocas 15 s a vSetky pevné
Castice, ktoré prilnt na stene sedimentacnej kadicky, je nutné z vniitorného povrchu opatrne oplachnut
aspont 10 ml ¢istého tetrachléretylénu. Zmes sa ponechd stat aspon pocas troch minit a ndsledne sa opit
premiesa pocas 15 s a vietky pevné castice, ktoré prilnd na stene sedimentac¢nej kadicky, je nutné z vnitor-
ného povrchu opatrne opldchnut aspon 10 ml cistého tetrachléretylénu. Vzniknutd zmes sa ponechd
usadzovat asponl pocas piatich mindt a nésledne sa pomocou dekantdcie tekutd frakcia opatrne odstrdni
a vyleje, pricom sa dbd na to, aby nedoslo k vyliatiu sedimentu.

Sediment sa vysusi a ndsledne odvézi (s presnostou na 0,001 g). Ak viac ako 5 % sedimentu tvoria pevné
Castice > 0,50 mm, preoseje sa sitom s velkostou 0,25 mm a tieto dve vzniknuté frakcie sa zanalyzujd.

Extrakcia a priprava flotdtu: po odobrati sedimentu podla uvedenej metddy by v oddelovacom lieviku mali
zostat dve fdzy: tekutd, ktord tvorf tetrachloretylén, a pevnd, vytvorend z pldvajiceho materidlu. Pevnou
zlozkou je flotdt, ktory je nutné odobrat tak, Ze sa z lievika otvorenim kohttika Gplne vypusti tetrachlé-
retylén. Obritenim oddelovacieho lievika sa flotdt premiestni na velkii Petriho misku a vysusi sa vzduchom
v laboratérnom digestore. Ak viac ako 5 % sedimentu tvoria pevné Castice > 0,50 mm, preoseje sa sitom
s velkostou 0,25 mm a tieto dve vzniknuté frakcie sa zanalyzuju.

Priprava suroviny: pripravi sa ddvka aspon 5 g rozomletej podvzorky. Ak viac ako 5 % materidlu tvoria
Castice > 0,50 mm, preoseje sa sitom s velkostou 0,25 mm a tieto dve vzniknuté frakcie sa zanalyzujt.

Priprava vzoriek pozostavajicich z tukov alebo olejov

Na analyzu vzoriek pozostdvajiicich z tukov alebo olejov sa pouziva tento protokol:

— ak je tuk tuhej konzistencie, ohrieva sa v rire, kym sa neroztopi,

— pouzitim pipety sa odoberie 40 ml tuku alebo oleja zo spodnej Casti vzorky a prenesie sa do odstre-
divkovej skamavky,

— odstreduje sa pocas 10 mindt pri 4 000 ot/min.,

— ak je tuk po odstredeni tuhy, ohrieva sa v riire, kym sa neroztopi,

— opakujte odstredovanie 5 mindt pri otdckach 4 000 ot/min.,
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2.1.3.5.

2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

— pomocou laboratérnej lyzicky alebo $pachtle sa polovica dekantovanych necistot prenesie na mikro-
skopické sklicka na tcely rozboru, pricom sa odporica pouzit glycerol ako preparacné cinidlo,

— zostdvajice neistoty sa pouZiji na pripravu sedimentu podla bodu 2.1.3.3.

Pouzitie vyfarbovacich ¢inidiel

Osoba vykondvajiica analyzu moze na ulahcenie sprdvnej identifikdcie zlozZiek ZivociSneho povodu pouzit
pri priprave vzoriek vyfarbovacie ¢inidld v stlade s pokynmi, ktoré stanovilo a na svojej internetovej
stranke zverejnilo Referencné laboratérium EU pre Zivoci§ne proteiny v krmivach (EURL-AP).

Ak sa na zafarbenie sedimentu pouzije roztok alizarinovej Cervene, pouZije sa tento protokol:

— vysudeny sediment sa premiestni do sklenenej skiimavky a dvakrét sa vyplachne asi 5 ml etanolu (vidy
sa pouzije pocas 30 s magnetické miesadlo, rozptstadlo sa nechd usadit pocas 1 min. 30 s a vyleje sa),

— sediment sa vybieli pridanim najmenej 1 ml roztoku hypochloritu sodného. Umozni sa priebeh reakcie
pocas 10 mindt. Skiimavka sa naplni vodou, sediment sa nechd pocas dvoch az troch mindt usadit
a voda so suspendovanymi Casticami sa opatrne vyleje,

— sediment sa dvakrdt preleje 10 ml destilovanej vody (vidy sa pocas 30 s pouZije magnetické miesadlo,
zmes sa nechd usadit a vyleje sa destilovand voda),

— pridd sa 2 az 10 kvapiek roztoku alizarinovej Cervene a zmes sa za pouzitia magnetického miesadla
rozmixuje. Reakcia sa ponechd prebiehat pocas 30 s a zafarbeny sediment sa dvakrét vypldchne asi 5 ml
etanolu a ndsledne jedenkrdt acetonom (vzdy sa pocas 30 s pouZije magnetické miesadlo, rozpustadlo
sa nechd usadit — asi 1 min. — a vyleje sa),

— zafarbeny sediment sa vysusi.

Mikroskopické skiimanie
Priprava podloznych sklicok

Podlozné mikroskopické sklicka sa pripravia zo sedimentu a, podla tvahy osoby vykondvajicej analyzu,
bud z flotitu, alebo zo suroviny. Ak sa pocas pripravy vzoriek pouzilo preosievanie, pripravia sa dve
vzniknuté frakcie (jemnd a hrubsia). Skdsobné dévky frakcii nanesené na podlozné mikroskopické sklicka
by mali svojim pomerom zodpovedat celej frakeii.

Na tcely uskutocnenia dplného skiisobného protokolu stanoveného v bode 2.1.4.2 sa pripravi dostatocny
pocet podloznych sklicok.

Mikroskopické podlozné sklicka sa zalejii primeranym preparaénym c¢inidlom v stlade so Standardnymi
operaénymi postupmi, ktoré stanovilo a na svojej internetovej strinke zverejnilo EURL-AP. Podlozné
sklicka sa zakryja krycimi sklickami.

Protokoly pozorovania na tcely zistovania Zivocisnych Castic v kfmnych zmesiach a v kfmnych surovinich

Pripravené mikroskopické podlozné sklicka sa pozoruji v siilade s protokolmi pozorovania, ktoré sii

stanovené v diagrame ¢. 1, pokial ide o kfmne zmesi a kfmne suroviny iné ako cistd rybia mucka,
alebo v diagrame ¢. 2, pokial ide o €istd rybiu muacku.

Mikroskopické pozorovania sa uskuto¢niuji pomocou kombinovaného mikroskopu, pricom sa pozoruje
sediment a podla Givahy osoby vykondvajicej analyzu bud’ na flotdte, alebo na surovine. Pre hrubsie frakcie
mozno okrem kombinovaného mikroskopu pouZit aj stereoskopicky mikroskop. Celd plocha mikrosko-
pického podlozného sklicka sa preskiima pri roznom zvacseni.

Minimélny pocet podloznych sklicok, ktoré sa majii pozorovat, treba dosledne dodrzat v kazdom kroku
protokolu pozorovania s vynimkou pripadu, ked cely materidl frakcie neumoziiuje dosiahnutie stanove-
ného poctu podloznych sklicok. Pozorovanie sa uskuto¢iiuje na jednotlivé stanovenie s najviac 6 podloz-
nymi sklickami.

Osoba vykondvajtica pozorovanie moze na tcely ulahcenia identifikicie povahy a povodu Castic vyuzit
podporné néstroje, ako st napr. podporné systémy na rozhodovanie, kniznice snimok a referen¢né vzorky.
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Diagram 1

Protokol pozorovania na tcely zistovania Zivoc¢iSnych &astic v kimnych zmesiach a v kimnych surovinich
inych ako rybia macka

ANO / Rozomletie vzorky zabezpeduje, \ NIE Preosiatie sitom s
Ze 95 % Castic ma okami 0,25 mm
velkost < 0,50 mm

3 podlozné sklicka so sedimentom 3 podiozné sklitka so sedimentom < 0,25 mm
+
1 podlozné sklicko s flotatom alebo

+
1 podlozné sklicko s flotatom alebo
irovi strovinou < 0,25 mm

surovinou

Vzorka stanovena opakpvanie analyzy
podla bodu 2.1.5.3 v podla bodu 2.1.4.3
pripade

Zistenych > 5
Zivogisnych castic
Qvnakej povahy?2

Zistenych >5
Zivogisnych ¢astic
rovnakej povahy?.

Podet Castic
z ryb?

1 podlozné sklicko so

1 podlozné sklicko so sedimentom sedimentom 0,25 mm

Zistenych > 5
Zivogisnych Eastic
ovnakej povahy?

Druh Zivogichnych

Zistenych > 5
Castic?

Zivogisnych &astic
ovnakej povahy?

SUCHOZEMSKE ZIVOCICHY

1 podlozné sklicko s flotatom

1 podlozné sklicko s flotatom
alebo surovinou > 0,25 mm

alebo surovinou

Pocet castic zo
suchozemskych Zzivoc¢ichov?

Vzorka stanovena podla bodu opakovanie analyzy podla

Boli zistené Zivodisne
Gastice?

2.1.5.3 v pripade bodu 2.1.4.3
SUCHOZEMSKYCH
ZIVOCICHOV

Boli zistené Zivodisne
Gastice?

Vzorka stanovena podla

bodu 2.1.5.1
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Diagram 2

ANO K Rozomletie zabezpeduje, ze NIE
95 % Gastic ma

3 podlozné sklitka
so sedimentom

istenych > 5 Gastic zo
suchozemskych
zivocichov?,

2 podlozné sklicka
so sedimentom

istenych > 5 Gastic z0
suchozemskych
Zivogichov?

1 podlozné sklicko
s flotdtom alebo
surovinou

Zistené Gastice zo
suchozemskych
Zivogichov?

velkost < 0,50 mm

-

Vzorka stanovena podlia bodu
2.1.5.3 v pripade
SUCHOZEMSKYCH ZIVOCICHOV

Pocet Gastic zo

Protokol pozorovania na déely zistovania Zivo&iSnych astic v rybej macke

Preosiatie sitom s
okami 0,25 mm

3 podlozné sklicka
so sedimentom < 0,25 mm

Zistenych > 5 Castic
20 suchozemskych
Zivocichov?

2 podlozné sklicka
so sedimentom < 0,25 mm

istenych > 5 Castic

suchozemskych Zzivogichov?

Opakovanie analyzy
podla bodu 2.1.4.3

Vzorka stanovena podla bodu 2.1.5.1 v

pripade -
SUCHOZEMSKYCH ZIVOCICHOV

20 suchozemskych
Zivogichov?

1 podlozné sklicko s
flotdttom alebo
surovinou < 0,25 mm

Zistené Gastice zo

suchozemskych
Zivogichov?2

NIE
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

2.1.5.3.

Pocet stanoveni

Ak nie je v prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stlade s protokolom pozorovania uvedenym v zodpo-
vedajicom diagrame 1 alebo 2, zistend Ziadna Zivocisna castica danej povahy (t. j. zo suchozemského
zivo¢icha alebo z ryby), daldie stanovenie nie je nutné a vysledky analyzy sa nahlasuji za pouzitia
terminoldgie stanovenej v bode 2.1.5.1.

Ak sa po prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stlade s protokolmi pozorovania uvedenymi v zodpove-
dajicom diagrame 1 alebo 2, celkové mnozstvo zistenych Zivoc¢isnych castic danej povahy (t. j. zo
suchozemského Zivocicha alebo z ryby) pohybovalo v rozmedzi 1 az 5, uskuto¢ni sa druhé stanovenie
s novou ddvkou 50 g podvzorky. Ak sa po tomto druhom stanoveni pocet zistenych zZivo¢isnych Castic
danej povahy pohybuje v rozmedzi 0 az 5, podd sa sprava o vysledku analyzy s vyuzitim terminoldgie
stanovenej v bode 2.1.5.2., v inych pripadoch sa uskutoni tretie stanovenie s novou ddvkou 50 g
podvzorky. Ak je vSak pocet Castic danej povahy zisteny pocas dvoch stanoveni vyssi ako 15, dalsie
stanovenie nie je nutné a o vysledku analyzy sa priamo podd sprava s vyuzitim terminoldgie stanovenej
v bode 2.1.5.3. Ak je po trefom stanoveni celkovy pocet Zivociinych castic danej povahy zisteny pocas
troch stanoveni vyssi ako 15, podd sa o vysledku analyzy spréva s vyuzitim terminoldgie stanovenej v bode
2.1.5.3. Inak sa o vysledku analyzy poddva spriva s vyuzitim terminoldgie stanovenej v bode 2.1.5.2.

Ak sa po prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stilade s protokolmi pozorovania uvedenymi v zodpove-
dajicom diagrame 1 alebo 2, zistilo viac ako 5 ZivociSnych castic danej povahy (t. j. zo suchozemského
zivocicha alebo z ryby), podd sa o vysledku analyzy sprava s vyuzitim terminoldgie stanovenej v bode
2.1.5.3.

Vyjadrenie vysledkov

Pri nahlasovani vysledkov laboratérium uvedie druh materidlu, na ktorom sa analyza uskutocnila (sediment,
flotdt, surovina), a pocet stanoveni, ktoré sa vykonali.

Laboratérna spréva musi obsahovat aspon informdciu o pritomnosti zloziek pochddzajicich zo suchozem-
skych zvierat a z ryb.

Jednotlivé situdcie sa oznamuju takto:
Nebola zistend Ziadna castica Zivocisneho povodu danej povahy:

— v predlozenej vzorke nebola ndjdend Ziadna castica pochddzajica zo suchozemskych zvierat rozozna-
telnd svetelnym mikroskopom,

— v predloZenej vzorke nebola ndjdend Ziadna Castica pochddzajica z ryb rozoznatelnd svetelnym mikro-
skopom.

Bolo zistenych v priemere 1 az 5 Zivo¢iSnych castic danej povahy:

— na zédklade skimania svetelnym mikroskopom sa v predlozenej vzorke nezistilo v priemere viac ako pit
Castic zo suchozemskych Zivocichov na jednotlivé stanovenia. V pripade zistenych ¢astic islo o ... (kost,
chrupavku, svalové vldkno, chlpy, rohy ...). Vzhladom na tdto nizku mieru pritomnosti Castic pod
hrani¢nou hodnotou detekcie pri vyuziti mikroskopickej metédy sa nedd vylicit riziko falosne pozi-
tivneho vysledku,

alebo pripadne

— na zéklade skimania svetelnym mikroskopom sa v predlozenej vzorke nezistilo v priemere viac ako pit
Castic z ryb na jednotlivé stanovenia. V pripade zistenych Castic islo o ... [rybie kosti, Supiny, chru-
pavku, svalové vldkno, otolit, Ziabre ...]. Vzhladom na tito nizku mieru pritomnosti Castic pod
hrani¢nou hodnotou detekcie pri vyuziti mikroskopickej metédy sa nedd vylicit riziko falosne pozi-
tivneho vysledku.

Ak sa pouzilo predbeiné preosievanie vzorky, uvddza sa v laboratérnej sprave frakcia (preosiata frakcia,
granulovand frakcia alebo jadrové krmivo), v ktorej boli zistené Zivocisne Castice, kedZe zistenie Zivo¢isnych
Castic iba v pripade preosievanej frakcie moze byt ukazovatelom kontamindcie z okolitého prostredia.

Bolo zistenych v priemere viac ako 5 Zivocinych castic danej povahy

— Na zdklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v predlozenej vzorke zistilo v priemere viac ako pat
Castic zo suchozemskych Zivocichov na jednotlivé stanovenia. V pripade tychto castic islo o ... (kost,
chrupavku, svalové vlékno, chlpy, rohy...).
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2.2
2.2.1.

2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.1.1.

2.2.2.1.2.
2.2.2.1.2.1.

2.2.2.1.2.2.

2.2.2.1.2.3.

2.2.2.1.2.3.1.
2.2.2.1.2.3.2.
2.2.2.1.2.3.3.

2.2.2.2.
2.2.2.2.1.

2.2.2.2.2.

2.2.223.

22224

2.2.2.2.5.

2.2.2.2.6.

2.2.2.2.7.

Alebo pripadne

— na zdklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v predlozZenej vzorke zistilo v priemere viac ako pat
Castic zo suchozemskych Zivocichov na jednotlivé stanovenia. V pripade tychto castic islo o ... (rybie
kosti, Supiny, chrupavku, svalové vldkno, otolit, Ziabre...).

Ak sa pouzilo predbezné preosievanie vzorky, uvddza sa v laboratérnej sprave frakcia (preosiata frakcia,
granulovand frakcia alebo jadrové krmivo), v ktorej boli zistené Zivocisne Castice, kedZe zistenie Zivocisnych
Castic iba v pripade preosievanej frakcie moze byt ukazovatelom kontamindcie z okolitého prostredia.

PCR
Princip
Fragmenty kyseliny deoxyribonukleovej (DNA) Zivoéisneho povodu, ktoré mozu byt pritomné v kfmnych

surovindch a kimnych zmesiach, sa zistuji prostrednictvom polymerdzovej retazovej reakcie pomocou
genetickej amplifikdcie, ktord sa zameriava na prislusné sekvencie DNA jednotlivych Zivo¢isnych druhov.

Metéda polymerdzovej retazovej reakcie si vyZaduje fazu extrakcie DNA. Faza amplifikdcie sa pouZziva na
takto ziskany extrakt DNA s ciefom zistit Zivocisne druhy, na ktoré je skiska zamerand.

Cinidld a vybavenie
Cinidla
Cinidl4 pre fdzu extrakcie DNA

Pouzivaju sa iba ¢inidld, ktoré schvdlilo a na svojich internetovych strinkach zverejnilo EURL-AP.

Cinidl4 pre fdzu genetickej amplifikacie
Primery a sondy

Pouzijii sa iba primery a sondy so sekvenciami oligonukleotidov, ktoré validovalo Referen¢né laboratérium
EU pre Zivocisne proteiny v krmivach (1).

Master Mix

Pouziji sa iba roztoky Master Mix, ktoré neobsahuju ¢inidld, ktoré by mohli viest k nespravnym vysledkom
z dovodu pritomnosti Zivocisnej DNA (3).

Cinidl4 pre dekontaminaciu
Roztok kyseliny chlorovodikovej (0,1 N)
Bielidlo (roztok hypochloritu sodného s 0,15 % aktivneho chléru)

Cinidl4 bez iiera\;ych ucinkov na dekontamindciu ndkladnych pristrojov, ako s napr. analytické vihy
(napr. DNA Erase™ od spolo¢nosti MP Biomedicals)

Vybavenie
Analytickd vdha s presnostou 0,001 g

Mlecie zariadenie

Termocykler umoznujiici polymerdzovi retazovi reakciu v redlnom case
Mikroodstredivka pre skimavky do mikroodstredivky

Sada mikropipiet umoznaujticich pipetovanie od 1 ul do 1 000 pl

Bezné plastové vybavenie pre molekuldrnu bioldgiu: skiimavky pre mikroodstredivky, plastové $picky
mikropipiet s filtrom, misky vhodné pre termocykler.

Mraziace boxy na uchovavanie vzoriek a ¢inidiel

(") Zoznam tychto primerov a sond je pre jednotlivé druhy Zivocichov k dispozicii na internetovych strankach EURL-AP.

(?) Priklady Master Mixov, ktoré mozno pouzit, si k dispozicii na internetovych strainkach EURL-AP.
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2.2.3.
2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.4.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Odber a priprava vzoriek
Odber vzoriek

Pouziva sa reprezentativna vzorka odobrand podla postupov stanovenych v prilohe 1.

Priprava vzorky

Priprava laboratérnych vzoriek na extrakciu DNA musi splfiat poziadavky stanovené v prilohe II Aspoi
50 g vzorky by sa malo rozdelif na podvzorky na tcely analyzy a nésledne rozomliet.

Priprava vzorky prebicha v inej miestnosti ako je miestnost urcend na extrakciu DNA a na reakcie
genetickej amplifikdcie, ako je stanovené v norme ISO 24276.

Pripravia sa dve testovacie davky, kazdd minimdlne s hmotnostou 100 mg.

Extrakcia DNA

Extrakcia DNA sa uskuto¢ni v pripade kazdej testovacej davky pripravenej podla standardnych operacnych
postupov, ktoré stanovilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo EURL-AP.

V pripade kazdej extrakénej série sa pripravia dve extrakéné kontrolné vzorky, ako je stanovené v norme
ISO 24276.

— jedna extrakénd slepd kontrolnd vzorka,
— jedna pozitivna kontrolnd vzorka extrakcie DNA.
Genetickd amplifikdcia

Genetickd amplifikdcia sa vykondva s vyuzitim metdd validovanych pre kazdy druh, ktory vyzaduje iden-
tifikdciu. Tieto metddy st stanovené v Standardnych operaénych postupoch, ktoré stanovilo a na svojej
internetovej stranke zverejnilo EURL-AP. Kazdy extrakt DNA sa analyzuje asponn v dvoch rozdielnych
riedeniach, aby bolo mozné vyhodnotit inhibiciu.

Pre kazdy cielovy druh sa pripravia dve kontrolné vzorky amplifikdcie, ako je stanovené v norme ISO
24276:

— pozitivna cielovd kontrolnd vzorka DNA sa pouzije pre kazdd platiiu alebo sériu skasok prostrednic-
tvom PCR,

— kontrola amplifikdcie ¢inidla (nazyvand aj negativna kontrolnd vzorka) sa pouzije pre kazdd platiu
alebo sériu skusok prostrednictvom PCR.

Interpretdcia a vyjadrenie vysledkov

Pri nahlasovani vysledkov uvddza laboratérium minimélne hmotnost pouzitych skisobnych dévok, pouzity
sposob extrakcie, pocet uskutocnenych stanoveni a medznti hodnotu detekcie danej metddy.

Vysledky sa neinterpretuji a neohlasujii, ak pozitivna kontrolnd vzorka extrakcie DNA a pozitivne cielové
kontroly DNA nie st pre skimany ciel pozitivne a zdroven je kontrola amplifikdcie ¢inidla negativna.

V pripade nezlucitelnych vysledkov z dvoch testovacich ddvok sa zopakuje aspon féza genetickej ampli-
fikdcie. Ak sa laboratrium domnieva, Ze nezlucitelnosti by mohli byt zapricinené extraktmi DNA, pred
interpretdciou vysledkov sa uskuto¢ni novd extrakcia DNA a néslednd genetickd amplifikdcia.

Konec¢né vyjadrenie vysledkov je zaloZené na integracii a interpretdcii vysledkov dvoch skasobnych ddvok
podla $tandardnych operacnych postupov, ktoré stanovilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo EURL-
AP.

Negativny vysledok

Negativny vysledok sa oznamuje takto:

V predlozenej vzorke nebola zistend Ziadna DNA z X (pricom X oznacuje Zivocisny druh alebo skupinu
zivo¢isnych druhov, na ktory alebo ktorti bola skiiska zamerand).

Pozitivny vysledok

Pozitivny vysledok sa oznamuje takto:

V predlozenej vzorke bola zistend DNA z X (pricom X oznacuje Zivocisny druh alebo skupinu Zivo¢isnych
druhov, na ktory alebo ktort bola skiiska zamerand).“



	Nariadenie Komisie (EÚ) č. 51/2013 zo 16. januára 2013, ktorým sa mení a dopĺňa nariadenie (ES) č. 152/2009, pokiaľ ide o metódy analýzy na stanovenie zložiek živočíšneho pôvodu na účely úradných kontrol krmív (Text s významom pre EHP)

