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NA�˝ZEN˝ KOMISE (ES) Ł. 765/2002
ze dne 3. kv�tna 2002

o odb�ru vzorkø a płijet� n�kter�ch provÆd�c�ch pravidel v souvislosti s fyzickou kontrolou
vykost�n�ch kusø hov�z�ho masa, pro kterØ jsou poskytovÆny v�vozn� nÆhrady

KOMISE EVROPSK�CH SPOLE¨ENSTV˝,

s ohledem na Smlouvu o zalo�en� EvropskØho spoleŁenstv�,

s ohledem na nał�zen� Rady (ES) Ł. 1254/1999 ze dne
17. kv�tna 1999 o spoleŁnØ organizaci trhu s hov�z�m
a telec�m masem (1), naposledy pozm�n�nØ nał�zen�m Komise
(ES) Ł. 2345/2001 (2), a zejmØna na Łl. 33 odst. 12 uvede-
nØho nał�zen�,

s ohledem na nał�zen� Rady (EHS) Ł. 386/90 ze dne 12. œno-
ra 1990 o kontrole provÆd�nØ płi v�vozu zem�d�lsk�ch
produktø, pro kterØ jsou poskytovÆny nÆhrady nebo jinØ
ŁÆstky (3), ve zn�n� nał�zen� (ES) Ł. 163/94 (4), a zejmØna na
ŁlÆnek 6 uvedenØho nał�zen�,

vzhledem k t�mto døvodøm:

(1) V souladu s ŁlÆnkem 33 nał�zen� (ES) Ł. 1254/1999
mø�e b�t rozd�l mezi cenami produktø uveden�ch
v ŁlÆnku 1 tohoto nał�zen� na sv�tovØm trhu a cenami
v rÆmci SpoleŁenstv� pokryt v�vozn� nÆhradou. PlatnÆ
œprava pro zem�d�lskØ produkty je stanovena v nał�zen�
Komise (ES) Ł. 800/1999 ze dne 15. dubna 1999,
kter�m se stanov� spoleŁnÆ provÆd�c� pravidla k re�imu
v�vozn�ch nÆhrad pro zem�d�lskØ produkty (5), napo-
sledy pozm�n�nØm nał�zen�m (ES) Ł. 2299/2001 (6).

(2) Odd�l 5 pł�lohy I nał�zen� Komise (EHS) Ł. 3846/87 ze
dne 17. prosince 1987, kter�m se zavÆd� nomenklatura
zem�d�lsk�ch produktø pro v�vozn� nÆhrady (7), napo-
sledy pozm�n�nØho nał�zen�m (ES) Ł. 488/2002 (8),
mimo jinØ stanov�, �e v�vozn� nÆhrady jsou poskytovÆny
pro n�kterØ vykost�nØ kusy, pokud spl�uj� minimÆln�
obsah libovØho hov�z�ho masa, a pro kusy z dosp�lØho
skotu samŁ�ho pohlav�, pokud jsou baleny jednotliv�.

(3) Nał�zen� Komise (ES) Ł. 2221/95 (9) naposledy pozm�-
n�nØ nał�zen�m (ES) Ł. 2655/1999 (10) stanov� provÆd�c�
pravidla pro fyzickou kontrolu provÆd�nou płi v�vozu
zem�d�lsk�ch produktø, pro kterØ jsou poskytovÆny

nÆhrady. ZvlÆ�tn� podm�nky pro hov�z� maso jsou
stanoveny v nał�zen� Komise (ES) Ł. 2457/97 ze dne
10. prosince 1997 o odb�ru vzorkø v souvislosti
s fyzickou kontrolou vykost�n�ch kusø hov�z�ho masa,
pro kterØ jsou poskytovÆny v�vozn� nÆhrady (11).

(4) Je nutnØ stanovit kontroly pøvodu vykost�n�ch kusø
dosp�lØho skotu samŁ�ho pohlav� a metodu, kterÆ se mÆ
płi t�chto kontrolÆch pou��t, s c�lem stanovit vhodnØ
sankce pro pł�pad nedodr�en� podm�nky pøvodu. Nał�-
zen� (ES) Ł. 2457/97 mus� b�t rovn�� aktualizovÆno,
aby zohlednilo zm�ny nomenklatury t�kaj�c� se
v�vozn�ch nÆhrad pro zem�d�lskØ produkty podle nał�-
zen� (EHS) Ł. 3846/87 ve zn�n� nał�zen� (ES)
Ł. 2556/2001 (12).

(5) V zÆjmu jasnosti je proto nutnØ zru�it a nahradit nał�-
zen� (ES) Ł. 2457/97.

(6) Opatłen� tohoto nał�zen� jsou v souladu se stanoviskem
��d�c�ho v�boru pro hov�z� a telec� maso,

P�IJALA TOTO NA�˝ZEN˝:

¨lÆnek 1

1. Toto nał�zen� se pou�ije v pł�pad� fyzickØ kontroly
povahy a vlastnost� produktø ve smyslu Łl. 2 p�sm. a) nał�zen�
(EHS) Ł. 386/90, pokud jde o:

a) povinnost jednotliv� balit ka�d� vykost�n� kus z produktø
t�chto k�dø:

� 0201 30 00 9100,

� 0201 30 00 9120;

b) pøvod vykost�n�ch kusø z dosp�lØho skotu samŁ�ho
pohlav� z produktø t�chto k�dø:

� 0201 30 00 9100,

� 0201 30 00 9120;
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c) minimÆln� prøm�rn� obsah libovØho masa ve vykost�n�ch
kusech z produktø t�chto k�dø:
� 0201 30 00 9100,
� 0201 30 00 9120,
� 0201 30 00 9060
� 0202 30 90 9200

2. Popis produktø uveden�ch v odstavci 1 mus� odpov�dat
popisu v nomenklatułe zem�d�lsk�ch produktø pro v�vozn�
nÆhrady uvedenØmu v odd�le 5 pł�lohy 1 nał�zen� (EHS)
Ł. 3846/87.

¨lÆnek 2

1. Vzorek urŁen� k fyzickØ kontrole tvoł� dva plnØ kartony
odebranØ ze dvou røzn�ch ŁÆst� zÆsilky. Prvn� karton je urŁen�
pro orgÆny pov�łenØ kontrolou, druh� karton zøstane jako
rezerva pod dohledem celn�ch orgÆnø.

2. Za zÆsilku se pova�uje mno�stv� produktø, na kterØ se
vztahuje jedno z t�chto prohlÆ�en�:
a) prohlÆ�en� uvedenØ v Łl. 5 odst. 1 nał�zen� (ES)

Ł. 800/1999;
b) prohlÆ�en� uvedenØ v Łl. 26 odst. 1 nał�zen� (ES)

Ł. 800/1999 v situaci podle uvedenØho odstavce, pouze
pokud jde o skladovÆn�.

¨lÆnek 3

Pro œŁely kontroly dodr�ovÆn� povinnosti podle Łl. 1 odst. 1
p�sm. a) celn� orgÆny prozkoumaj�, zda je ka�d� kus z prvn�ho
kartonu vzorku podle ŁlÆnku 2 zabalen jednotliv� a zda ka�dØ
balen� obsahuje pouze jeden kus. Pokud tomu tak nen�,
provedou se stejnØ kontroly u druhØho kartonu.

Pokud se ukÆ�e, �e v obou dvou kartonech nebyl jednotliv�
zabalen jeden jedin� kus nebo �e pouze jedno balen� obsaho-
valo v�ce ne� jeden kus, a �e v�echny ostatn� podm�nky pro
poskytnut� nÆhrady jsou spln�ny, zÆsilka se pova�uje za stan-
dardn�. Pokud tomu tak nen�, je pova�ovÆna za nestandardn�.

Pokud je zji�t�na nesrovnalost, vypoŁ�tÆ se nÆhrada splatnÆ pro
hmotnost zÆsilky na zÆklad� opravenØ hmotnosti. OpravenÆ
hmotnost se z�skÆ, kdy� se od ohlÆ�enØ ŁistØ hmotnosti odeŁte
procentuÆln� pod�l pom�ru hmotnosti nevyhovuj�c�ch kusø
k celkovØ ŁistØ hmotnosti vzorku.

¨lÆnek 4

Pro œŁely kontroly dodr�ovÆn� podm�nky pøvodu podle Łl. 1
odst. 1 p�sm. b) je vzorek pro anal�zu tvołen jedn�m nebo
dv�ma kusy, kterØ byly nÆhodn� odebrÆny z prvn�ho kartonu
vzorku podle ŁlÆnku 2. Pokud anal�za ukÆ�e, �e se jednÆ
o jinØ maso ne� o hov�z� maso z dosp�lØho skotu samŁ�ho
pohlav�, nen� poskytnuta �ÆdnÆ nÆhrada.

Kontrola se provÆd� v souladu s metodou popsanou v pł�loze
tohoto nał�zen�.

Ani� jsou dotŁeny dal�� kontroly, o nich� se rozhodne płi
podezłen� na nesrovnalost, kontroly se provÆd�j� namÆtkou
u v�ech v�vozø a nejmØn� u jednØ tłetiny zÆsilek vybran�ch
k fyzickØ kontrole.

¨lÆnek 5

Pro œŁely kontroly dodr�ovÆn� podm�nky podle Łl. 1 odst. 1
p�sm. c) se cel� obsah kartonu vzorku podle ŁlÆnku 2 roze-
mele, aby vznikla homogenn� sm�s. Pokud vzorek nespl�uje
płedepsan� obsah libovØho masa, prozkoumÆ se stejn�m
zpøsobem i obsah druhØho kartonu. Pokud je prøm�r z obou
kartonø ni��� ne� płedepsan� prøm�rn� obsahu libovØho masa,
nen� poskytnuta �ÆdnÆ nÆhrada.

¨lÆnek 6

V souladu s ŁlÆnkem 68 nał�zen� Rady (EHS) Ł. 2913/92 (1)
a ani� je dotŁen ŁlÆnek 78 uvedenØho nał�zen�, odb�ry vzorkø
a jejich kontroly stanovenØ t�mto nał�zen�m se provÆd�j� płi
ov�łovÆn� płijat�ch prohlÆ�en� pode Łl. 2 odst. 2.

¨lÆnek 7

Nał�zen� (ES) Ł. 2457/97 se zru�uje.

¨lÆnek 8

Toto nał�zen� vstupuje v platnost dnem 1. Łervence 2002.

Pou�ije se pro v�vozy, na kterØ se vztahuje prohlÆ�en� podle
Łl. 2 odst. 2 płijatØ od 1. Łervence 2002.

Toto nał�zen� je zÆvaznØ v celØm rozsahu a pł�mo pou�itelnØ ve v�ech Łlensk�ch stÆtech.

V Bruselu dne 3. kv�tna 2002.

Za Komisi
Franz FISCHLER

Łlen Komise
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(1) �ł. v�st. L 302, 19.10.1992, s. 1.



PŘÍLOHA

ANALYTICKÁ KONTROLA PŮVODU NĚKTERÝCH VYKOSTĚNÝCH KUSŮ HOVĚZÍHO MASA Z DOSPĚ-
LÉHO SKOTU SAMČÍHO POHLAVÍ

Metoda pro stanovení pohlaví zvířat, ze kterých pochází hovězí maso

Metoda, která má být použita, se zakládá na polymerázové řetězové reakci (PCR) a zahrnuje odběr vzorků, extrakci
DNA, PCR a gelové elektroforézy.

1. Odběr vzorků a odběr vzorků ze vzorků

Vzorek ze vzorku je odebrán z vnitřní části vybraného kusu masa pomocí sterilního nože (*) (skalpel nebo podobný
nástroj). Tento vzorek ze vzorku je poté rozemlet pomocí mikromlýnku nebo je rozřezán na drobné kousky, aby
byla zajištěna dostatečně účinná extrakce.

Vzorky musí být připraveny na jiném pracovním místě, než na místě, které se používá k provedení PCR. Manipulace
s materiálem se musí provádět v prostředí, které lze snadno očistit, nejlépe na čistém laboratorním stole, aby se
zabránilo jakékoli křížové kontaminaci s jinými vzorky.

K přípravě vzorku masa musí být použity sterilní čepelky, skalpely nebo podobné nástroje (*).

2. Extrakce a purifikace DNA

Extrakce a purifikace DNA musí být prováděny tradičními postupy (1), pomocí ready-to-use kits (založeno na tomto
principu: rozpuštění vzorku masa v lytickém pufru, který obsahuje povrchově aktivní látky, detergenty a proteinázu
K, nanesení rozpuštěného vzorku na pryskyřici vázající DNA, odstranění složek, které nejsou DNA, opakovaným
vymýváním a nakonec vyluhování purifikované DNA ve vodě nebo pufru s nízkým obsahem soli), anebo extraho-
váním DNA v roztoku hydroxidu sodného (2).

Kontrola úspěšnosti extrakce gelovou elektroforézou se doporučuje, není však povinná.

Ověření platnosti: pro každou šarži vzorků, které se mají extrahovat, musí být současně provedena jedna kontrolní
extrakce (tj. bez masa), aby se prokázala integrita použitého postupu.

3. Polymerázová řetězová reakce (PCR)

Princip: principem PCR je třístupňový postup (denaturace, žíhání primerů, extenze), který se opakuje asi 25 až
40 krát (počet „cyklů“ v metodě). Činidla (pufr, MgCl2, deoxynukleotidy, primery, termostabilní DNA-polymeráza,
sterilní voda) se smíchají podle vypracované metody, což vede ke vzniku „mastermix“. K přípravě mastermix se
používají zvláštní jednorázové pipety. Mastermix se pak přidá do templátu DNA (extrahovaná DNA). Reakce probíhá
v termocykleru. Po dokončení jsou produkty PCR analyzovány gelovou elektroforézou nebo jsou skladovány při
teplotě 4 °C nebo –20 °C.

Doporučená metoda (3), která se má použít pro templát, musí amplifikovat sekvenci v amelogeninovém lokusu
(homologní gen) nebo v oblasti ZFX/Y (alelospecifická PCR).

Specifické primery pro tyto dva druhy metod jsou:

Amelogenin přímý: 5’-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3’

Amelogenin inverzní: 5’-CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3’

(Ennis, S. a Gallagher, T.F. (1994) Anim. Genet. 25: 425–427)

Amelogenin přímý: 5’-AAATTCTCTCACAGTCCAAG-3’

Amelogenin inverzní: 5’-CAACAGGTAATTTTCCTTTAG-3’

(Chen, C.M., Hu, C.L., Wang, C.H., Hung, C.M., Wu, H.K., Choo, K.B. a Cheng, W.T.K. (1999) Mol. Reprod. Dev. 54, 209–214)

ZFX (alelospecifický), přímý: 5’-GACAGCTGAACAAGTGTTACTG-3’

ZFX (alelospecifický), inverzní: 5’-AATGTCACACTTGAATCGCATC-3’

ZFY (alelospecifický), přímý: 5’-GAAGGCCTTCGAATGTGATAAC-3’

ZFY (alelospecifický), inverzní: 5’-CTGACAAAAGGTGGCGATTTCA-3’

(Kirkpatrick, B.W. a Monson, R.L. (1993) J. Reprod. Fertil. 98: 335-340)

ZFX přímý: 5’-AGCTGAACAAGGGTTACTG-3’

ZFY přímý: 5’-CAAGCTTACCAGCAAGTCA-3’

ZFX/Y inverzní: 5’-CCAGTATGGATTCGCATGT-3’

(Zinovieva, N., Palma, G., Müller, M. a Brem, G. (1995) Theriogenology 43: 265)
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(*) Nekontaminovaný DNA
(1) Popsáno v: Sambrook, J., Fritsch, E.F. a Maniatis, T. (eds), v: Molecular Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989).
(2) Popsáno v: Elphinestone, J.G., Hennessey, J., Wilson, J.K. a Stead, D.E. (1996) Bulletin OEPP/EPPO 26, 663-678.
(3) Metody PCR jiné než metoda doporučená musejí být schváleny úředně jmenovanou referenční laboratoří.



PCR směsy mastermix musí být připravovány na čistém laboratorním stole, který je po práci očištěn pomocí detergentů
a ultrafialového záření.

— Vývoj metody: mohou být vyžadovány případné změny zveřejněných metod, zejména pokud jde o složení
mastermix (například koncentrace MgCl2, koncentrace primeru), množství použité templátové DNA a přizpůso-
bený teplotní režim (teploty, doba působení). V případě výskytu nespecifických amplifikačních produktů je nutné
metodu vylepšit (např. teplotu žíhání, koncentraci MgCl2, koncentraci primeru atd.), aby byla zaručena spolehli-
vost výsledků.

— Ověření platnosti: metoda, která se používá pro rutinní analýzu, musí být náležitě ověřena. Soubor vzorků musí
obsahovat analýzu těchto kontrol: kontrola extrakce (bez masa), kontrola negativní PCR a referenčních vzorků
(hovězí maso samčího a samičího pohlaví, avšak rovněž jeden vzorek jiného masa než hovězího). Kromě toho je
nutné ověření platnosti opakovat, pokud došlo k podstatným změnám v postupu, například ke změně DNA-
polymerázy (změna dodavatele nebo produktu) nebo primerů (nová šarže).

— Správná laboratorní praxe je nezbytně nutná, a to zejména čistění a dekontaminace pracovního místa a použitých
nástrojů, alikvotace primerů, jednorázové používání pipet atd.

4. Analýza amplikonů gelovou elektroforézou

Získané fragmenty PCR (amplikony) se analyzují gelovou elektroforézou. Je možné použít buď agarózové gely zbar-
vené ethidiumbromidem nebo polyakrylamidové gely, které jsou po skončení elektroforetické separace stříbřitě zbar-
vené. Pro stanovení přibližného rozměru získaných amplikonů je nutné použít vhodného markeru molekulové
hmotnosti.

5. Dokumentace

Získané výsledky musí být důkladně zaznamenány (vzhled gelu, popis výsledků, zaznamenání všech neočekávaných
výsledků).
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