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UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI

27.6.1984

SMERNICE KOMISE
ze dne 7. ervna 1984,

kterou se méni pfilohy smérnice Rady 77/96/EHS o vySetfeni Cerstvého masa domdcich prasat na
trichinely (trichinella spiralis) pfi jeho dovozu ze tfetich zemi

(84/319/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodéiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 77/96/EHS o vySetfeni cerstvého
masa domdcich prasat na trichinely (trichinella spiralis) pii jeho
dovozu ze tfetich zemi (') naposledy pozménénou smérnici
83/91/EHS (?), a zejména na cldnek 8 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze neddvné studie umoznily vypracovat nékteré
metody pro zjistovani vyskytu trichinel ve vepfovém mase; Ze
spolehlivost téchto metod z hlediska ochrany zdravi je rovno-
cennd spolehlivosti stdvajicich metod; Ze by se proto pfiloha

[ smérnice 77/96/EHS méla patfi¢né doplnit;
vzhledem k tomu, Ze pro usnadnéni price pifi vySetfovani na
vyskyt trichinel by se mélo tfetim zemim a ¢lenskym statim

dovolit, aby si zvolily mezi vySetfovacimi metodami, které jsou
k dispozici;

vzhledem k tomu, Ze musi byt provedeny ur¢ité dpravy v soucas-
nosti pouzivanych metod vySetfeni na vyskyt trichinel a pokud
jde o podminky, které laboratote zapojené do zjistovani vyskytu
trichinel, musi spliovat;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v souladu se sta-
noviskem Stdlého veterindrntho vyboru,

() Ur vést. L 26, 31.1.1977, 5. 67.
@) Uk vest. L 59, 5.3.1983, 5. 34.

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Smérnice 77/96/EHS se méni v souladu s piilohou.

Cldnek 2
Clenské stity uvedou v Géinnost prévni a sprvni predpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. ledna 1985. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Cldnek 3

Tato smérnice je ur¢ena ¢lenskym stattim.

V Bruselu dne 7. ¢ervna 1984.

Za Komisi
Poul DALSAGER

clen Komise
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PRILOHA

A. Priloha I se mén{ takto.

1.V oddile Il pismenu a):

— desdtd odrdzka se nahrazuje timto:

,— stereomikroskop (zvétseni 15 az 40x) s vhodnym svételnym zdrojem,”

— posledni odrézka se nahrazuje timto:

,— travici tekutina s timto sloZenim:

10 g pepsinu (80 pg FIP: Féderation internationale de pharmacie) a 5 ml HCI (nejméné 37 %) doplnit
pitnou vodou z vodovodu do jednoho litru.”

2. Oddil Il se nahrazuje timto:

L. METODA POUZIVAJICT UMELE TRAVENI SMESNYCH VZORKU

a) Pristrojové vybaveni a chemikilie

ntiZ a pinzeta pro odbér vzorkd,

mlynek na maso s ¢elni deskou s otvory o priméru 2 az 3 mm,

Erlenmeyerova baiika o objemu 3 litry s pryZovou nebo vatovou zitkou,

kuzelové délici nalevka o objemu 2 000 ml,

obycejny stojan s podstavcem tvaru A o délce asi 28 c¢m a tyci délky 80 cm,

kruh na ndlevku o priméru 10 az 11 cm, ktery lze upevnit na stojan,

svorka s plochymi Celistmi (23 x 40 mm), kterou lze upevnit na stojan dvojitou spojkou,

sitko (s velikosti oka 177 mikrometrtl) o vnéj$im prameéru 11 cm, opatiené sitem z mosazi
nebo korozivzdorné oceli,

nalevka s vnitinim pramérem nejméné 12 cm,
sklenéné odmeérné vélce 100 ml,

stereomikroskop (zvétSeni 15 az 40x) s vhodnym svételnym zdrojem nebo trichinoskop
s horizontdlnim stolkem pro kompresor s vhodnym svételnym zdrojem,

pii pouZivani trichinoskopu: pouZivd se vanicka na pocitani larev, kterou lze popsat takto:

vanicka na pocitdn{ larev je vyroben z akryldtovych desek o tloustce 3 mm takto:

i) dno vanicky md mit rozméry 180 x 40 mm a jsou na ném vyznaceny Ctverce;

ii) boky maji byt 230 x 20 mm;

iii) ¢ela maji mit rozméry 40 x 20 mm. Dno a Cela je tieba vsunout mezi boky tak, Ze se ziskd
vanicka s dvéma krdtkymi drzadly na obou ¢elech. Horni stranu dna je tfeba zvednout o 7
az 9 mm nad zdkladnu rdmu, tvofeného boky a cely. Dily je tieba upevnit pro materidl

vhodnym lepidlem,

nékolik Petriho misek o priméru 9 cm (pouziva-li se stereomikroskop), rozdélenych na spodni
strané na vySetfovaci ¢tvercové plosky 10 x 10 mm pomoci zahroceného ndstroje,

nékolik desetilitrovych nddob pouzitelnych pro dekontaminaci zafizeni, jako je o3etfeni
formolem, a pro zbyvajici natrdvenou §tivu v piipadé pozitivnich vysledkd,

koncentrovand kyselina chlorovodikové (37 %),

pepsin o koncentraci: 1: 10 000 NF (US National Formulary)
odpovidajici 1: 12 500 BP (British Pharmacopoeia)

odpovidajicf 2 000 FIP (Féderation internationale de pharmacie),
nékolik misek, do kterych vejde asi 50 vzorka asi po 2 g,

véhy vézici s pfesnosti na 0,1 g.



03/sv. 6

Uftedni véstnik Evropské unie

77

b) Odbér vzorka

¢) Metoda

1.

V piipadé celych jate¢né opracovanych trupt je nutno vzorek o hmotnosti pfiblizné 2 g
odebrat od $lasitého stfedu brénice (brani¢niho pilife) u pfechodu do §lasité cdsti. Pokud
brani¢ni pilife chybf, je tfeba vzorek stejné velikosti odebrat z Zeberni ¢sti branice u hrudni
kosti, ze svalu jazyka nebo Zvykaciho svalu, nebo z bfisniho svalstva.

Z porcovaného masa je nutné odebrat pfiblizné dvougramovy vzorek kosterniho svalstva
s malym obsahem tuku, kde to je mozné, v blizkosti kosti ¢i slach.

i) Kompletni skupiny (100 vzorkd najednou)

ii)

Z kazdého ze 100 individudlnich vzorkd z prasat se odebere piiblizné jednogramovy
vzorek. Sjednoceny vzorek se spolecné semele v mlynku na maso.

Mleté maso se vnese do tiflitrové Erlenmeyerovy bariky spolecné se 7 g pepsinu, pfiblizné
2 litry vodovodni vody zahfdté asi na 40 az 41 °C a 25 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Smés se protiepe, aby se rozpustil pepsin.

Hodnota pH roztoku bude pfiblizné 1,5 az 2.

Pro tréveni musi byt Erlenmeyerova banka udrzovéna asi ¢tyfi hodiny na konstantn{
teploté¢ 40-41 °C. Obsah banky je béhem této doby tfeba pravidelné protiepdvat,
nejméné dvakrat kazdou hodinu.

Natraveny roztok (vyluh) se pfefiltruje pfes sitko do dvoulitrové kuzelové délici
nalevky a ponechd se v klidu délit nejméné 1 hodinu.

Celkovy objem asi 45 ml se vypusti do odmérného vilce a rozd€li mezi tfi Petriho
misky (jejichZ dna je tfeba rozdélit vyznacenim na ctverecky), aby v kazdé misce bylo
15 ml.

Kazdd Petriho miska se podrobné prohlédne na larvy trichinel pod
stereomikroskopem.

Pouzivaji-li se vanicky pro pocitdni larev, uvedenych 45 ml se rozdéli mezi dvé
pocitaci vanicky a prozkoumd se pod trichinoskopem.

Larvy se jevi jako identifikovatelné organismy v usazeniné a Casto, je-li voda vlaznd,
lze pozorovat jejich svinovéni do spirdly a rozvinovani.

Natrdvené roztoky (vyluhy) je tfeba vysetfit okamzité, jakmile jsou k dispozici.
Vysetfeni nesmi byt za zddnych okolnosti odloZeno na ndsledujici den.

Jsou-li vyluhy zakalené nebo nejsou-li vySetfeny do 30 minut po piipravé, je tieba je
vycifit takto: kone¢ny vzorek 45 ml se nalije do odmérného vélce a ponechd 10 minut
stdt. Na konci této doby se odsatim odebere 30 ml tekutiny nad sedimentem a zbylych
15 ml se doplni na 45 ml vodovodni vodou. Po dalsim desetiminutovém stdni se
znovu odsaje hornich 30 ml a zbylych 15 ml se pfevede do Petriho misky nebo
pocitaci vanicky k vysetfeni. Odmérny vilec je tieba vymyt 10 ml vodovodni vody
a tato praci voda se pfidd k vzorku v Petriho misce nebo vanicce pro pocitani larev
k vysetfeni.

Skupiny s méné nez 100 vzorky

K celkové skupiné 100 vzorkd lze pfidat az 15 jednotlivych vzorkd a vysetiovat je
spole¢né. Jestlize se vySetfuje vice nez 15 a méné nez 100 vzorkd, je tieba v ptislusném
poméru zmensit objem natrdvené tekutiny (vyluhu).
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V piipadé pozitivnich nebo dubidznich vysledki po vysetfeni smésného vzorku je tieba
odebrat dalsi 20 gramovy vzorek z kazdého prasete podle pismene b) vyse. Tyto
dvacetigramové vzorky (vidy) z péti prasat je tieba spojit a vySetiit shora uvedenym
zptisobem. Tak se vySetii vzorky z 20 skupin po péti prasatech. Jestlize se ve spole¢ném
vzorku z péti prasat zjisti trichinely, je tieba z kazdého z téchto péti prasat odebrat dalsi
20 gramovy vzorek a kazdy z nich vysetiit oddélené shora popsanym zptisobem.”

3. Dopliuji se nové oddily IV, V a VI, které zngjt:

,IV. METODA TRAVENI SMESNEHO VZORKU POMOCI MECHANICKEHO ZARIZEN{
A SEDIMENTACNI TECHNIKY

a)

Piistrojové vybaveni a chemikilie

ntiZ a nebo ntizky pro odbér vzorkd,

misky s vyznacenim 50 &tvereckd, z nichz kazdy mutZe pojmout vzorky asi 2 grami masa,
laboratorni michacka (homogenizator) Stomacher, model 3 500 Thermo,

plastové vaky vhodné pro michacku Stomacher,

kuzelové délici nélevky o objemu 2000 ml, s vyhodou opatiené teflonovymi bezpecnostnimi
zatkami,

stojany, kruhy a svorky,

sitka (s velikosti oka 177 mikrometr) o vné&s§im priméru 11 cm, opatiené sitem
korozivzdorné oceli,

nélevky s vnitinim primérem nejméné 12 cm pro podporu sitek,
sklenéné odmérné valce 100 ml,

davkova¢ o obsahu 25 ml,

kédinky o objemu 3 litry,

1Zice nebo michaci ty¢inka pro michdni natrdvené tekutiny v kddince,
plastovd injekéni stifkacka s hadickou na odsaviéni,

1zickovd odmérka na 6 gramd,

teplomér s presnosti méfeni * 0, 5 °C v rozmezi 0 °C az 100 °C,
vibrétor, napf. elektricky holici strojek se sejmutou hlavou,

Casové spinaci relé spinajici v minutovych intervalech,

trichinoskop s horizontdlnim stolkem nebo stereomikroskop s vhodnym svételnym zdrojem,

pii pouzivani trichinoskopu: pouZiva se vanicka na pocitani larev; vanicka na pocitani larev je
vyrobena z akrylatovych desek o tloustce 3 mm takto:

i) dno vanicky md mit rozméry 180 x 40 mm a jsou na ném vyznaceny Ctverce;
ii) boky maji byt 230 x 20 mm;

iif) cela maji mit rozméry 40 x 20 mm. Dno a Cela je tfeba vsunout mezi boky tak, Ze se ziskd
vanicka s dvéma kratkymi drzadly na obou celech. Horni stranu dna je tfeba zvednout o 7
az 9 mm nad zdkladnu rdmu, tvofeného boky a Cely. Dily je tfeba upevnit pro material
vhodnym lepidlem,

nékolik Petriho misek o praméru 9 cm (pouZivé-li se stereomikroskop), rozdélenych na spodni
strané na vysetfovaci ¢tvercové plosky 10 x 10 mm pomoci zahroceného néstroje,

17,5 % roztok kyseliny chlorovodikové,

pepsin o koncentraci: 1: 10 000 NF (US National Formulary)
odpovidajici 1: 12 500 BP (British Pharmacopoeia)

odpovidajici 2 000 FIP (Féderation internationale de pharmacie),

nékolik desetilitrovych nddob pouzitelnych pro dekontaminaci zafizeni, jako je oSetfeni
formolem, a pro zbyvajici natravenou $tdvu v piipadé pozitivnich vysledkd,

véhy vézici s pfesnosti na 0,1 g.
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b) Odbér vzorkd

1.V piipadé celych jatené opracovanych trupil je nutno vzorek o hmotnosti piiblizné 2 g
odebrat od brani¢niho pilife u pfechodu do $lasité ¢asti. Pokud branic¢ni pilite chybi, je tfeba
vzorek stejné velikosti odebrat z Zeberni ¢asti branice u hrudni kosti, ze svalu jazyka nebo
zvykactho svalu nebo bfisniho svalstva.

2. Z porcovaného masa je nutné odebrat piiblizné dvougramovy vzorek kosterniho svalstva
s malym obsahem tuku, kde to je mozné, v blizkosti kosti ¢i slach.

¢) Metoda

1. Postup trdveni

i) Kompletni skupiny (100 vzorkd najednou)

Laboratorni michacku Stomacher 3 500 je tfeba vybavit dvojitym plastovym vakem
a regulaci teploty nastavit na 40 az 41 °C.

Do vnitiniho plastového vaku se nalije jeden a ptl litru vody, ptedehtété na 32 az 35 °C
a voda se zahfeje na 40 az 41 °C.

K vodé v michacce se ptidd 25 ml 17,5 % kyseliny chlorovodikové.

Potom se piidd 100 vzorkl po (pfiblizné) 1 gramu (za teploty 25 az 30 °C),
odebranych podle pismene b) vyse z kazdého z individudlnich vzorka.

Nakonec se pfidd 6 g pepsinu. Toto poradi piidavani je tfeba piisné dodrzet, aby se
predeslo rozkladu pepsinu.

Obsah vaku se nechd v michacce Stomacher rozmélfiovat 25 minut.

Plastovy vak se pak z pfistroje vyjme a natrdvend tekutina se prefiltruje ptes sitko do
tiflitrové kddinky.

Plastovy vak se vymyje asi 100 ml vody, kterd se pak pouzije pro promyti sitka
a nakonec se pfidé k filtratu do kddinky.

K celkové skupiné 100 vzorki 1ze pfipojit az 15 jednotlivych vzorka a vysetfit je spole¢né
s témito vzorky.

ii) Men3i skupiny nez 100 vzorkd

Laboratorni michacku Stomacher 3 500 je tieba vybavit dvojitym plastovym vakem
a regulaci teploty nastavit na 40 az 41 °C.

Trévici tekutina se pfipravi smiSenim asi jednoho a pul litru vody a 25 ml 17,5 %
kyseliny chlorovodikové. Pfidd se 6 g pepsinu a celd smés se promicha pii teploté 40
— 41 °C. Toto poradi pfidavani je tieba piisné dodrzet, aby se ptedeslo rozkladu
pepsinu.

Z travici tekutiny se odméfi objem odpovidajici 15 ml na gram vzorku (napf. na 30
vzorkt je potfebnych 30 x 15 ml, neboli 450 ml) a prenese se do vnitiniho z obou
plastovych vakd spolecné se vzorky masa velikosti asi 1 g (pfi 25 az 30 °Q),
odebranymi z kazdého z individudlnich vzorkd podle odstavce b) shora.

Do vngjsiho vaku se pfidd voda o teploté asi 41 °C tak, aby celkovy objem v obou
vacich ¢inil jedena pal litru.

Obsah vaku se potom nechd v michacce Stomacher rozmélnovat 25 minut.

Plastovy vak se pak z pfistroje vyjme a natrdvend tekutina se prefiltruje ptes sitko do
tiflitrové kddinky.

Plastovy vak se vymyje asi 100 ml vody, kterd se pak pouzije pro promyti sitka
a nakonec se pfidé k filtratu do kddinky.

2. Ziskdni larev sedimentaci

— Knatrdvené tekutiné se pfidd led (300 az 400 g ledu ve formé vlocek, Supin nebo drti) tak,
Ze se jeji objem doplni asi na 2 litry. Smési se michd tak dlouho, dokud led neroztaje.

V pifpadé mensich skupin (vzorkd, viz odst. 1 bod ii)), je tieba mnozstvi ledu prislusné
snizit.

— Vychlazend natrdvend tekutina se pfevede do dvoulitrové délici nélevky, opatfené
vibratorem, uchycenym ve vngjsi svorce.
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V. METODA TRAVENI[ SMESNEHO VZORKU POMOCI MECHANICKEHO ZAR{ZENf A TECHNIKY

Smés se ponechd 30 minut sedimentovat, pficemzZ se na délici ndlevku ptisobi prerusované
vibratorem (kazdou druhou minutu na dobu jedné minuty).

Po 30 minutich se rychle odpusti 60 ml vzorek sedimentu do odmérného vélce o objemu
100 ml. (Po pouziti se ndlevka vyplachne detergentem.)

Tento 60 ml vzorek se ponechd nejméné 10 minut odstdt. Po této dobé je tieba odsdt
tekutinu nad sedimentem a ponechat objem asi 15 ml, ktery se vysetif na pfitomnost larev.

Pro odsiti se pouzije injeké¢ni stitkacka na jedno pouziti, opatfena plastovou trubickou.

Je tieba, aby trubicka méla takovou délku, Ze v odmérném vilci zistane 15 ml tekutiny,
kdyz se priruba injekéni stifkacky opfe o okraj vélce.

Zbyvajicich 15 ml se pfelije do vanicky na pocitani larev nebo dvou Petriho misek a vyseti{
pod trichinoskopem nebo, v druhém ptipad¢, pod stereomikroskopem.

Vysledné tekutiny (vyluhy) je tfeba vySetit okamzité, jakmile jsou pfipravené. Vysetteni
nesmi byt za zddnych okolnosti odlozena na druhy den.

Jsou-li vyluhy zakalené nebo nejsou-li vysetfeny do 30 minut po piipravé, je tieba je vycifit
takto: konecny vzorek 45 ml se nalije do odmérného vilce a ponechd 10 minut stdt. Na
konci této doby se odsitim odebere 30 ml tekutiny nad sedimentem a zbylych 15 ml se
doplni na 45 ml vodovodni vodou. Po dalsim desetiminutovém stdni se znovu odsaje
hornich 30 ml a zbylych 15 ml se pfevede do Petriho misky nebo pocitaci vanicky
k vySetfeni. Odmérny vélec je tieba vymyt 10 ml vodovodni vody a tato praci voda se pridd
k vzorku v Petriho misce nebo vanicce pro pocitani larev k vySetieni.

3.V piipadé pozitivnich nebo dubidznich vysledkt po vysetfeni smésného vzorku je tieba
odebrat dalsi 20 gramovy vzorek z kazdého prasete podle pismene b) vyse. Tyto
dvacetigramové vzorky (vidy) z péti prasat je tieba spojit a vySetfit shora uvedenym
zptisobem. Tak se vySetif vzorky z 20 skupin po péti prasatech. JestliZe se ve spole¢ném vzorku
z péti prasat zjisti vyskyt trichinel, je tieba z kazdého z téchto péti prasat odebrat dalsi

20 gramovy vzorek a kazdy z nich vysetiit oddélené shora popsanym zptisobem.

JIZOLACE NA FILTRU*

a)

Pfistrojové vybaveni a chemikilie

Vybaveni a chemikélie uvedené u metody IV pismene a).

Shora uvedené vybaveni je tieba doplnit timto:

— Gelmanovou nélevkou o objemu 1 1, doplnénd drzékem filtru (o priméru 45 mm),

— filtra¢nim kotoucky; tyto filtra¢ni kotoucky se skladaji z:

kruhového sitka z korozivzdorné oceli o priméru 45 mm a. s. velikosti otvorti 35 mikrometrd,

dvou pryzovych krouzkt z 1 mm tlusté pryZe (o vn&jsim priiméru 45 mm a vnitinim primeéru

35 mm),

kruhové sitko se vloZi mezi oba pryzové krouzky a vlepi se mezi né dvouslozkovym lepidlem,

slu¢itelnym s obéma materidly;
— odsdvaci Erlenmeyerovou bafkou o objemu 3 litry s postranni trubici na odsdvén,
— filtra¢ni vyvévou,
— plastovymi vacky o objemu nejméné 80 ml,
— zafizenim na zatavovani plastikovych sacka,

— renildzou o koncentraci 1:150 000 Soxhletovych jednotek na gram.

Odbér vzorka

Viz metodu IV pismeno b).
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Metoda

Postup trdveni

i)

ii)

Kompletni skupiny (100 vzorkéi najednou)
Viz metodu IV pismeno c) odst. 1 bod i).
Mensi skupiny nez 100 vzorkh

Viz metodu IV ¢) odst. 1 bod ii).

Ziskdni larev filtraci

K natrdvené tekutiné se pfidd led (300 az 400 g ledu ve formé vloéek, Supin nebo drti) tak,
ze se jeji objem doplni asi na 2 litry.

V piipadé mensich skupin (vzorkd) je tieba mnozZstvi ledu pfislusné snizit.

Smési se michd tak dlouho, dokud led neroztaje. Vychlazend natrdvend tekutina se pak
ponechd nejméné tfi minuty v klidu, aby se larvy svinuly.

Na odsédvaci banku pfipojenou na vyvévu se pfipoji Gelmanova nélevka s drzékem filtru
a filtra¢nim kotouckem.

Natrdvend tekutina se pak nalije do Gelmanovy nélevky a piefiltruje. Ke konci filtrace Ize
prichod natrdvené tekutiny filtrem urychlit pomoci odsdvéani vyvévou. Jakmile je filtr
téméf suchy, tj. kdyZz v ndlevce zbyvd jen asi 2 az 5 ml tekutiny, je tfeba odsavani ukoncit.

Po prefiltrovani veskeré natrdvené tekutiny se vyjme filtra¢ni kotoucek a vlozi se do
plastového vacku o objemu 80 ml spolu s 15 az 20 ml roztoku renildzy. Tento roztok
renildzy se ziskd pfidinim 2 g renildzy do 100 ml vodovodni vody.

Plastovy vacek se dvakrat zatavi a vlozi do michacky Stomacher mezi vnéjsi a vnitini vak.

Obsah se ve Stomacheru nechd rozméliovat po dobu tif minut, bez ohledu na to, zda se
zpracovava kompletni nebo nekompletni skupina.

Po tfech minutdch se plastovy vacek s filtra¢nimn kotouckem a roztokem renildzy vyjme
ze Stomacheru a otevie ntizkami. Kapalny obsah se nalije do vanicky na pocitdni larev
nebo na Petriho misku. Vacek se vymyje 5 az 10 ml vody, ktera se pak pfidd do vanicky
pro vySetfeni trichinoskopem nebo do Petriho misky pro vysetieni pod
stereomikroskopem.

Vysledné tekutiny (vyluhy) je tieba vySetfit okamzité, jakmile jsou pfipravené. Vysetfeni
nesmi byt za zddnych okolnosti odlozena na druhy den.

Pozndmka:

Filtra¢ni kotoucky se nemaji nikdy pouzit, nejsou-li dokonale ¢isté. Necisté kotoucky se nikdy
nemaji nechat vyschnout.

Filtra¢ni kotoucky lze vy¢istit ponechdnim v roztoku renildzy pfes noc. Pfed pouzitim je tieba
je vyprat v Cerstvém roztoku renildzy pomoci Stomacheru.

V piipadé pozitivnich nebo dubiéznich vysledki po vysetfeni smésného vzorku je tieba
odebrat dalsi 20 gramovy vzorek z kazdého prasete podle pismene b) vyse. Tyto
dvacetigramové vzorky (vidy) z péti prasat je tfeba spojit a vySetfit shora uvedenym
zptisobem. Tak se vy3etif vzorky z 20 skupin po péti prasatech. Jestlize se ve spole¢ném vzorku
z péti prasat zjisti vyskyt trichinel, je tieba z kazdého z téchto péti prasat odebrat dalsi
20 gramovy vzorek a kazdy z nich vysetiit oddélen¢ shora popsanym zptisobem.

VI. METODA S MAGNETICKYM MICHADLEM PRO TRAVEN[ SMESNYCH VZORKU

Piistrojové vybaveni a chemikilie

nliZ a pinzeta pro odiiznuti vzorkd,

misky s vyznacenim 50 ¢tvereckd, z nichz kazdy mize pojmout vzorky asi 2 gramil masa,

michacka (mixér) Moulinette,

magnetické michacky s termostatem regulovanou topnou ploténkou a teflonem povlecenymi
michacimi tyc¢inkami o délce asi 5 cm,
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kuzelové délici nalevky o objemu 2 litry,
stojany, kruhy a svorky,

sitka s velikosti oka 177 mikrometrd o vnésim priméru 11 cm, opatfend sitem
z korozivzdorné oceli,

nalevky s vnitinim primérem nejméné 12 cm pro uloZenf sitek,

kadinka o objemu 3 litry,

sklenéné odmérné vélce o objemu pfiblizné 50 ml nebo kyvety do odstredivky,
trichinoskop s horizontdlnim stolkem nebo stereomikroskop s vhodnym svételnym zdrojem,

vanicka na po¢itni larev (pfi pouZzivani trichinoskopu): vanicka na pocitani larev je vyrobena
z akryldtovych desek o tloustce 3 mm takto:

i) dno vanicky md mit rozméry 180 x 40 mm a jsou na ném vyznaceny Ctverce;

i) boky maji byt 230 x 20 mm;

iii) ¢ela maji mit rozméry 40 x 20 mm. Dno a Cela je tfeba vsunout mezi boky tak, Ze se ziskd
vanicka s dvéma kratkymi drzadly na obou ¢elech. Horni stranu dna je tfeba zvednout o 7
az 9 mm nad zdkladnu rdmu, tvofeného boky a cely. Dily je tieba upevnit pro materidl

vhodnym lepidlem,

nékolik Petriho misek o priméru 9 cm (pouzivé-li se stereomikroskop), rozdélenych na spodni
strané na vysetfovaci ¢tvercové plosky 10 x 10 mm pomoci zahroceného ndstroje,

hlinikova folie,

25 % kyselina chlorovodikov,

pepsin o koncentraci: 1: 10 000 NF (US National Formulary)
odpovidajici 1: 12 500 BP (British Pharmacopoeia)

odpovidajici 2 000 FIP (Féderation internationale de pharmacie),
vodovodni{ voda zahfitd na 46 az 48 °C,

nékolik desetilitrovych nddob pouzitelnych pro dekontaminaci zafizeni, jako je o3etfeni
formolem, a pro zbyvajici natrdvenou $tavu v piipadé pozitivnich vysledki,

vahy vézici s pfesnosti na 0,1 g.

Odbér vzorki

1.V piipadé celych jatecné opracovanych trupt je nutno vzorek o hmotnosti pfiblizné 2 g
odebrat od slasitého stredu branice (brani¢niho pilife) u prechodu do $lasité ¢asti. Pokud
brani¢ni pilife chybi, je tfeba vzorek stejné velikosti odebrat z Zeberni ¢dsti branice u hrudni
kosti, ze svalu jazyka nebo Zvykaciho svalu nebo bfisniho svalstva.

2. Z porcovaného masa je nutné odebrat pfiblizné dvougramovy vzorek kosterniho svalstva
s malym obsahem tuku, kde to je mozné, v blizkosti kostf ¢i $lach.

Metoda

1. 1)  Kompletni skupiny (100 vzorkd najednou)

— 100 vzorkd, kazdy pfiblizné velikosti 1 g, odebranych z kazdého z individudlnich
vzorkt podle odst. b), se nasekd v michacce (mixéru) Moulinette. Michacka se spousti
tii az Ctyfikrdt, pokazdé asi na jednu sekundu.

— Nasekané maso se vnese do 3 litrové kddinky a postiikd se 10 g pepsinu. PFiblizné
2 litry vodovodni vody zahtdté asi na 40 az 41 °C se spolu 16 ml nalije do kddinky.

— Sekaci hlava michacky Moulinette se opakované ponoii do trdvené tekutiny
v kddince, aby se odstranilo viechno na ni dosud ulpélé maso.

— Do kddinky se vhodi magnetickd michaci tycinka a kddinka se zakryje hlinikovou
folif.
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Kddinka se ulozi na pfedehfatou ploténku magnetické michacky a zahdji se michdni.
Pfed zahdjenim michdni je tfeba michacku nastavit tak, aby po celou dobu provozu
udrzovala konstantni teplotu 44 az 46 °C. Behem michani se md natrdvend tekutina
otdcet v dostate¢né vysokych otdckdch, aby vytvaiela hluboky vir, ale nestikala ven.

Natravend tekutina se michd 30 minut. Na konci se michdni vypne, a natrdvend
tekutina se pfelije pfes sitko do sedimenta¢ni nélevky.

Vyluh se ponechd v klidu v nalevce 30 minut.

Po 30 minutédch se rychle odpusti 40 ml vzorek vyluhu do odmérného vilce nebo
odstiedivkové kyvety.

Tento 40 ml vzorek se nechd 10 minut odstdt a potom se odsaje 30 ml tekutiny nad
sedimentem, takZe zbude objem 10 ml.

Zbyvajici vzorek 10 ml usazeniny se pielije do vanicky na pocitdni larev nebo do
Petriho misky.

Potom se valec nebo odstfedivkovd zkumavka vyplachnou asi 10 ml vodovodni vody,
kterd pak musi byt pfiddna ke vzorku ve vanicce na pocitani larev nebo v Petriho
misce.

Natrdvené roztoky (vyluhy) je tfeba vySetfit okamzité, jakmile jsou k dispozici.
Vysetfeni nesmi byt za zZddnych okolnosti odloZeno na ndsledujici den.

Nejsou-li vyluhy vysetfeny do 30 minut po piipravé, je tieba je vycifit takto: kone¢ny
vzorek asi 40 ml se nalije do odmérného vilce a ponechd 10 minut stdt. Na konci této
doby se odsdtim odebere 30 ml tekutiny nad sedimentem a zbylych 10 ml se doplni
na 40 ml vodovodni vodou. Po dal§im desetiminutovém stdni se znovu odsaje
hornich 30 ml a zbylych 10 ml se pievede do Petriho misky nebo poéitaci vanicky
k vy3etfeni. Odmérny vilec je tieba vymyt 10 ml vodovodni vody a tato praci voda
se piidd k vzorku v Petriho misce nebo vanicce pro poéitdni larev k vySetfeni.

Jestlize se ukdze, Ze je sediment pfi vySetfeni zakaleny, je tfeba vzorek nalit do
odmérného vélce a doplnit na 40 ml vodovodni vodou a zopakovat shora uvedeny
postup.

i)  Skupiny s méné nez 100 vzorky

K celkové skupiné 100 vzorki lze piidat az 15 jednotlivych vzorkd a vySetfovat je
spolecné podle pism. c) odst. 1 bod i). Jestlize se vy3ettuje vice nez 15, je tieba je
vySetiovat jako kompletni skupinu. Pro skupiny do 50 vzork( lze objem natrdvené
tekutiny sniZit na 1 litr.

2.V piipadé pozitivnich nebo dubiéznich vysledki po vysetfeni smésného vzorku je tfeba
odebrat dalsi 20 gramovy vzorek z kazdého prasete podle pismene b) vyse. Tyto
dvacetigramové vzorky (vidy) z péti prasat je tieba spojit a vysetfit shora uvedenym
zpusobem. Tak se vysetii vzorky z 20 skupin po péti prasatech. Jestlize se ve spolecném
vzorku z péti prasat zjisti trichinely, je tieba z kazdého z téchto péti prasat odebrat dalsi
20 gramovy vzorek a kazdy z nich vysetfit oddélené¢ shora popsanym zptisobem.*

B. V piiloze I kapitole I se odstavec 1 méni takto:

1.

2.

Pismeno b) se nahrazuje timto:

,b) patficné vybavenou uzamykatelnou mistnosti, kterou lze zatemnit, kdyz se provadi vySetfeni

trichinoskopem;*

Pismeno f) se zrusuje; dosavadni pismena g), h), i), j), k), ), m) a n) se oznacuji jako f), g), h), i), j), k), 1) a m).
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3. Nové pismeno g) se nahrazuje timto:

,g) umyvdrnu pro o¢istu a desinfekci vysetfovaciho vybaveni (napf. zdsobnikii na vzorky, kompresort, nozi
a nuzek) s:
— vodovzdornou podlahovinou, kterd je odolna proti hnilobé a snadno se ¢isti a desinfikuje,
— hladkymi sténami, které jsou nejméné do vysky 2 m opatfeny omyvatelnym obkladem nebo ndtérem
svétlé barvy.

Toto ustanoveni se nemusi pouZit, pouzivaji-li se metody uvedené pod body II, 111, IV, V a VI pfilohy I za
piedpokladu, zZe laboratofe jsou vybaveny velkou vhodné instalovanou a pfipojenou vylevkou.



