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NARIZENI KOMISE (ES) &. 765/2002
ze dne 3. kvétna 2002
o odbéru vzorki a pfijeti néktetﬁch provadécich pravidel v souvislosti s fyzickou kontrolou

4

vykosténych kusii hovézi

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTV],
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Rady (ES) ¢ 1254/1999 ze dne
17. kvétna 1999 o spole¢né organizaci trhu s hovézim
a telecim masem (), naposledy pozménéné nafizenim Komise
(ES) ¢. 2345/2001 (%), a zejména na ¢l. 33 odst. 12 uvede-
ného nafizeni,

s ohledem na nafizeni Rady (EHS) ¢. 386/90 ze dne 12. tno-
ra 1990 o kontrole provadéné pii vyvozu zemédélskych
produktt, pro které jsou poskytoviny ndhrady nebo jiné
Castky (%), ve znéni nafizeni (ES) ¢. 163/94 (*), a zejména na
¢lanek 6 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto ddvodim:

() V souladu s ¢lankem 33 nafizeni (ES) ¢ 1254/1999
muize byt rozdil mezi cenami produktli uvedenych
v cldnku 1 tohoto nafizeni na svétovém trhu a cenami
v rdmci Spolecenstvi pokryt vyvozni nidhradou. Platnd
Uprava pro zemédélské produkty je stanovena v nafizeni
Komise (ES) ¢ 800/1999 ze dne 15. dubna 1999,
kterym se stanovi spole¢nd provadéci pravidla k rezimu
V?’rvoznfch ndhrad pro zemédélské produkty (), napo-
sledy pozménéném natizenim (ES) ¢. 2299/2001 (°).

(2)  Oddil 5 piilohy I nafizeni Komise (EHS) ¢. 3846/87 ze
dne 17. prosince 1987, kterym se zavadi nomenklatura
ZemédélsEyCh produkt pro vyvozni ndhrady (’), napo-
sledy pozménéného nafizenim (ES) ¢ 488/2002 (%),
mimo jiné stanovi, Ze vyvozni nédhrady jsou poskytovany
pro nékteré vykosténé kusy, pokud spliuji minimalni
obsah libového hovéziho masa, a pro kusy z dospélého
skotu samciho pohlavi, pokud jsou baleny jednotlivé.

(3)  Nafizeni Komise (ES) ¢. 2221/95 (°) naposledy pozmé-
néné nafizenim (ES) ¢. 2655/1999 (*°) stanovi provadéci
pravidla pro fyzickou kontrolu provadénou pii vyvozu
zemédélskych produktd, pro které jsou poskytoviny
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0 masa, pro které jsou poskytoviny vyvozni nihrady

nahrady. Zvlastni podminky pro hovézi maso jsou
stanoveny v nafizeni Komise (ES) ¢. 2457/97 ze dne
10. prosince 1997 o odbéru vzorkd v souvislosti
s fyzickou kontrolou vykosténych kusti hovéziho masa,
pro které jsou poskytovany vyvozni ndhrady ('').

(4)  Je nutné stanovit kontroly ptvodu vykosténych kust
dospélého skotu saméiho pohlavi a metodu, kterd se md
pii téchto kontroldch pouzit, s cilem stanovit vhodné
sankce pro piipad nedodrzeni podminky pavodu. Nafi-
zeni (ES) €. 2457/97 musi byt rovnéz aktualizovano,
aby zohlednilo zmény nomenklatury tykajici se
vyvoznich nédhrad pro zemédélské produkty podle nafi-
zeni (EHS) ¢&. 3846/87 ve znéni nafizeni (ES)
& 2556/2001 (7).

(5) 'V zdjmu jasnosti je proto nutné zrusit a nahradit nafi-
zeni (ES) ¢. 2457/97.

(6)  Opatieni tohoto nafizeni jsou v souladu se stanoviskem
Ridictho vyboru pro hovézi a teleci maso,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

1. Toto nafizeni se pouzije v piipadé fyzické kontroly
povahy a vlastnosti produktii ve smyslu ¢l. 2 pism. a) nafizeni
(EHS) ¢. 386/90, pokud jde o:

a) povinnost jednotlivé balit kazdy vykostény kus z produkti
téchto kodu:
— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120;

b) pivod vykosténych kustt z dospélého skotu samétho
pohlavi z produktt téchto koda:
— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120;

(") Uf. vést. L 340, 11.12.1997, s. 29.
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¢) miniméln{ primérny obsah libového masa ve vykosténych
kusech z produktt téchto kodi:

— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120,
— 0201 30 00 9060
— 0202 30 90 9200

2. Popis produkti uvedenych v odstavci 1 musi odpovidat
pogisu v nomenklatufe zemédélskych produktt pro vyvozni
ndhrady uvedenému v oddile 5 prilohy 1 nafizeni (EHS)
& 3846/87.

Cldnek 2

1. Vzorek urceny k fyzické kontrole tvoii dva plné kartony
odebrané ze dvou ruznych ¢asti zdsilky. Prvni karton je urCeny
pro organy povétené kontrolou, druhy karton zlstane jako
rezerva pod dohledem celnich orgéant.

2. Za zésilku se povazuje mnozstvi produktd, na které se
vztahuje jedno z téchto prohldsent:

a) prohldseni uvedené v ¢l 5 odst. 1

¢. 800/1999;

b) prohlaseni wuvedené v ¢l. 26 odst. 1 nafizeni (ES)
¢. 800/1999 v situaci podle uvedeného odstavce, pouze
pokud jde o skladovani.

nafizeni  (ES)

Cldnek 3

Pro Gcely kontroly dodrzovani povinnosti podle ¢l. 1 odst. 1
pism. a) celni organy prozkoumaji, zda je kazdy kus z prvniho
kartonu vzorku podle ¢ldnku 2 zabalen jednotlivé a zda kazdé
baleni obsahuje pouze jeden kus. Pokud tomu tak neni,
provedou se stejné kontroly u druhého kartonu.

Pokud se ukdze, 7Ze v obou dvou kartonech nebyl jednotlivé
zabalen jeden jediny kus nebo Ze pouze jedno baleni obsaho-
valo vice nez jeden kus, a Ze vSechny ostatni podminky pro
poskytnuti nahrady jsou splnény, zasilka se povazuje za stan-
dardni. Pokud tomu tak neni, je povazovana za nestandardni.

Pokud je zji§téna nesrovnalost, vypocitd se ndhrada splatnd pro
hmotnost zésilky na zdkladé opravené hmotnosti. Opravend
hmotnost se ziskd, kdyZz se od ohldsené ¢isté hmotnosti odecte
procentudlni podil poméru hmotnosti nevyhovujicich kusi
k celkové cisté hmotnosti vzorku.

Cldnek 4

Pro tcely kontroly dodrzovani podminky ptvodu podle ¢l. 1
odst. 1 pism. b) je vzorek pro analyzu tvofen jednim nebo
dvéma kusy, které byly ndhodné odebrany z prvniho kartonu
vzorku podle ¢lanku 2. Pokud analyza ukdze, 7e se jednd
o jiné maso nez o hovézi maso z dospélého skotu samciho
pohlavi, neni poskytnuta Zddnd ndhrada.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a

V Bruselu dne 3. kvétna 2002.

Kontrola se provadi v souladu s metodou popsanou v piiloze
tohoto nafizen.

Aniz jsou dotceny dalsi kontroly, o nichz se rozhodne pfi
podezieni na nesrovnalost, kontroly se provadéji namatkou
u vSech vyvozli a nejméné u jedné tietiny zasilek vybranych
k fyzické kontrole.

Cldnek 5

Pro tcely kontroly dodrzovani podminky podle ¢l. 1 odst. 1
pism. ¢) se cely obsah kartonu vzorku podle ¢lanku 2 roze-
mele, aby vznikla homogenni smés. Pokud vzorek nespliuje
pfedepsany obsah libového masa, prozkoumd se stejnym
zpusobem i obsah druhého kartonu. Pokud je priimér z obou
kartont niz$i nez pfedepsany pramérny obsahu libového masa,
neni poskytnuta zadnd ndhrada.

Cldnek 6

V souladu s ¢ldnkem 68 nafizeni Rady (EHS) & 2913/92 ()
a aniz je dotcen ¢lanek 78 uvedeného nafizeni, odbéry vzorkt
a jejich kontroly stanovené timto nafizenim se provadéji pii
ovérovani pfijatych prohldseni pode ¢l. 2 odst. 2.

Clanek 7

Naiizen{ (ES) ¢. 2457/97 se zruduje.

Cldnek 8

Toto nafizeni vstupuje v platnost dnem 1. ¢ervence 2002.

Pouzije se pro vyvozy, na které se vztahuje prohldseni podle
¢l. 2 odst. 2 piijaté od 1. Cervence 2002.

pfimo pouzitelné ve vSech clenskych statech.

Za Komisi
Franz FISCHLER
clen Komise

(") Uf.vest. L 302,19.10.1992,s. 1.
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PRILOHA

ANALYTICKA KONTROLA PUVODU NEKTERYCH VYKOSTENYCH KUSU HOVEZ{HO MASA Z DOSPE-
LEHO SKOTU SAMCIHO POHLAV]

Metoda pro stanoveni pohlavi zvifat, ze kterych pochdzi hovézi maso

Metoda, kterd md byt pouzita, se zaklddd na polymerdzové fetézové reakci (PCR) a zahrnuje odbér vzorkd, extrakci
DNA, PCR a gelové elektroforézy.

1. Odbér vzorkii a odbér vzorka ze vzorkd

Vzorek ze vzorku je odebrdn z vnitin{ ¢ésti vybraného kusu masa pomoci sterilntho noze (¥) (skalpel nebo podobny
néstroj). Tento vzorek ze vzorku je poté rozemlet pomoci mikromlynku nebo je roziezdn na drobné kousky, aby
byla zajidténa dostate¢né Gi¢innd extrakce.

Vzorky musi byt pfipraveny na jiném pracovnim misté, nez na misté, které se pouzivd k provedeni PCR. Manipulace
s materidlem se musi provddét v prostredi, které Ize snadno odistit, nejlépe na Cistém laboratornim stole, aby se
zabrénilo jakékoli kifZové kontaminaci s jinymi vzorky.

K piipravé vzorku masa musi byt pouzity sterilni ¢epelky, skalpely nebo podobné néstroje (¥).

2. Extrakce a purifikace DNA

Extrakce a purifikace DNA musi byt provddény tradi¢nimi postupy ('), pomoci ready-to-use kits (zaloZeno na tomto
principu: rozpusténi vzorku masa v lytickém pufru, ktery obsahuje povrchové aktivni litky, detergenty a proteindzu
K, nanesen{ rozpusténého vzorku na pryskyfici vdzajici DNA, odstranéni slozek, které nejsou DNA, opakovanym
vymyvanim a nakonec vyluhovani purifikované DNA ve vodé nebo pufru s nizkym obsahem soli), anebo extraho-
vanim DNA v roztoku hydroxidu sodného ().

Kontrola tispésnosti extrakce gelovou elektroforézou se doporucuje, neni viak povinnd.

Ovéteni platnosti: pro kazdou 3arzi vzorkd, které se maji extrahovat, musi byt soucasné provedena jedna kontrolni
extrakee (tj. bez masa), aby se prokdzala integrita pouzitého postupu.

3. Polymerdzovd fetézova reakce (PCR)

Princip: principem PCR je tfistupfiovy postup (denaturace, Zihdni primerd, extenze), ktery se opakuje asi 25 az
40 krat (pocet ,cykli“ v metod¢). Cinidla (pufr, MgCl,, deoxynukleotidy, primery, termostabilni DNA-polymerdza,
sterilni voda) se smichaji podle vypracované metody, coz vede ke vzniku ,mastermix“. K pfipravé mastermix se
pouzivaji zvlastni jednordzové pipety. Mastermix se pak pfidd do templdtu DNA (extrahovand DNA). Reakce probihd
v termocykleru. Po dokonéeni jsou produkty PCR analyzovany gelovou elektroforézou nebo jsou skladovdny pii
teploté 4 °C nebo -20 °C.

Doporucend metoda (), kterd se md pouzit pro templdt, musi amplifikovat sekvenci v amelogeninovém lokusu
(homologni gen) nebo v oblasti ZFX[Y (alelospecifickd PCR).

Specifické primery pro tyto dva druhy metod jsou:
Amelogenin pfimy: 5-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3
Amelogenin inverzni: 5-CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3
(Ennis, S. a Gallagher, T.F. (1994) Anim. Genet. 25: 425-427)

Amelogenin ptimy: 5-AAATTCTCTCACAGTCCAAG-3
Amelogenin inverzni: 5-CAACAGGTAATTTTCCTTTAG-3’
(Chen, CM., Hu, C.L., Wang, C.H., Hung, C.M., Wu, HK., Choo, K.B. a Cheng, W.T.K. (1999) Mol. Reprod. Dev. 54, 209-214)

ZFX (alelospecificky), pfimy: 5-GACAGCTGAACAAGTGTTACTG-3’
ZFX (alelospecificky), inverzni: 5~AATGTCACACTTGAATCGCATC-3’
ZFY (alelospecificky), pfimy: 5-GAAGGCCTTCGAATGTGATAAC-3’
ZFY (alelospecificky), inverzni: 5-CTGACAAAAGGTGGCGATTTCA-3’
(Kirkpatrick, BW. a Monson, R.L. (1993) J. Reprod. Fertil. 98: 335-340)

ZFX piimy: 5-AGCTGAACAAGGGTTACTG-3

ZFY piimy: 5-CAAGCTTACCAGCAAGTCA-3’

ZFX|Y inverzni: 5-CCAGTATGGATTCGCATGT-3

(Zinovieva, N., Palma, G., Miiller, M. a Brem, G. (1995) Theriogenology 43: 265)

*) Nekontaminovany DNA

(
() Popsano v: Sambrook, J., Fritsch, E.F. a Maniatis, T. (eds), v: Molecular Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989).
(*) Popsdno v: Elphinestone, ].G., Hennessey, J., Wilson, ].K. a Stead, D.E. (1996) Bulletin OEPP/EPPO 26, 663-678.

() Metody PCR jiné nez metoda doporucend museji byt schvaleny tfedné jmenovanou referen¢ni laboratofi.
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PCR smésy mastermix musi byt pfipravovany na Cistém laboratornim stole, ktery je po préci ocistén pomoci detergentt
a ultrafialového zdfeni.

— Vyvoj metody: mohou byt vyzadoviny pifpadné zmény zvefejnénych metod, zejména pokud jde o slozeni
mastermix (napiiklad koncentrace MgCl,, koncentrace primeru), mnozstvi pouzité templdtové DNA a pfizpiiso-
beny teplotni rezim (teploty, doba ptsobeni). V piipadé vyskytu nespecifickych amplifikacnich produktt je nutné
metodu vylepsit (napf. teplotu zihdni, koncentraci MgCl,, koncentraci primeru atd.), aby byla zarucena spolehli-
vost vysledka.

— Ovéieni platnosti: metoda, kterd se pouzivd pro rutinni analyzu, musi byt nalezité ovéfena. Soubor vzorkd musi
obsahovat analyzu téchto kontrol: kontrola extrakce (bez masa), kontrola negativni PCR a referen¢nich vzorka
(hovézi maso samciho a samictho pohlavi, aviak rovnéz jeden vzorek jiného masa nez hovéziho). Kromé toho je
nutné ovéfeni platnosti opakovat, pokud doslo k podstatnym zméndm v postupu, napiiklad ke zméné DNA-
polymerdzy (zména dodavatele nebo produktu) nebo primert (nova sarze).

— Sprdvnd laboratorni praxe je nezbytné nutnd, a to zejména Cisténi a dekontaminace pracovniho mista a pouzitych
néstroji, alikvotace primert, jednordzové pouzivani pipet atd.

4. Analyza amplikont gelovou elektroforézou

Ziskané fragmenty PCR (amplikony) se analyzuji gelovou elektroforézou. Je mozné pouzit bud agarézové gely zbar-
vené ethidiumbromidem nebo polyakrylamidové gely, které jsou po skonceni elektroforetické separace stiibfité zbar-
vené. Pro stanoveni piiblizného rozméru ziskanych amplikont je nutné pouzit vhodného markeru molekulové
hmotnosti.

5. Dokumentace

Ziskané vysledky musi byt dikladné zaznamendny (vzhled gelu, popis vysledki, zaznamendni vSech neocekdvanych
vysledkd).



