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NARIZENI KOMISE (EU) & 519/2014
ze dne 16. kvétna 2014,

kterym se méni nafizeni (ES) ¢. 401/2006, pokud jde o metody odbéru vzorka z velkych SarZi,
kofeni a dopliiki stravy, vykonnostni kritéria pro T-2 toxin, HT-2 toxin a citrinin a o screeningové
metody analyzy

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004 o dfednich kontrolch
za Ulelem ovéfeni dodrzovani pravnich ptedpisti tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvifat a dobrych
zivotnich podminkdch zvifat ('), a zejména na ¢l. 11 odst. 4 uvedeného naiizeni,

vzhledem k témto divodiim:
(1) Nafizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 (3 stanovi maximdlni limity nékterych mykotoxinti v uréitych potravinich.

(2)  Odbér vzorkti md rozhodujici vliv na pfesnost stanoveni mnozstvi mykotoxind, které jsou v Sarzi rozloZeny
nestejnomérné. Proto je nezbytné stanovit kritéria, jez by méla metoda odbéru vzorka spliovat.

(3)  Nafizeni Komise (ES) ¢. 401/2006 (%) stanovi kritéria odbéru vzork pro kontrolu mnozZstvi mykotoxintl.

(4)  Je nezbytné upravit pravidla pro odbér vzorki kofeni, aby byly zohlednény rozdily ve velikosti ¢astic, jez zpiiso-
buji nestejnomérné rozlozeni kontaminace mykotoxiny v kofeni. Ddle je vhodné stanovit pravidla pro odbér
vzorktl z velkych Sarzi s cilem zajistit jednotny postup pii uplatiiovani pfedpistt v celé Unii. Rovnéz je vhodné
objasnit, jakd metoda odbéru vzorkd se pouzije pro odbér vzorkd jablec¢né stdvy.

(5)  Vykonnostni kritéria pro T-2 a HT-2 toxin je tfeba aktualizovat, aby se zohlednil védecky a technicky pokrok. Je
tieba stanovit vykonnostni kritéria pro citrinin vzhledem k maximélnimu limitu pro citrinin v dopliicich stravy
stanovenému na bdzi ryZe fermentované ¢ervenymi kvasnicemi Monascus purpureus.

(6)  Pro analyzu mykotoxinG se stile vice pouZivaji screeningové metody. Je vhodné stanovit, jakd kritéria musi scree-
ningové metody spliovat, aby mohly byt pouzity k regulativnim dGéelim.

(7)  Opatfeni stanovend timto naf{zenim jsou v souladu se stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvifat,

PRIJALA TOTO NARIZENT:

Cldnek 1

Nafizeni (ES) ¢. 401/2006 se méni takto:
1) Pfiloha I se méni takto:
a) V &asti B se poznamka pod ¢arou 1 nahrazuje timto:

,(1) Odbér vzorka z téchto Sarzi se provadi v souladu s pravidly stanovenymi v ¢asti L. Pokyny pro odbér vzorkd
z velkych Sarzi budou uvedeny v navodu k postupu, ktery bude k dispozici na internetové strance: http://ec.
europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/guidance-sampling-final.pdf

() Uf.vést.L165,30.4.2004,s. 1.

(*) Natizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 ze dne 19. prosince 2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek
v potravinach (Uf. vést. L 364, 20.12.2006, s. 5).

(*) Natizeni Komise (ES) ¢. 401/2006 ze dne 23. tnora 2006, kterym se stanovi metody odbéru vzorkd a metody analyzy pro dfedni
kontrolu mnozstvi mykotoxinti v potravinch (Uf. vést. L 70, 9.3.2006, s. 12).


http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/guidance-sampling-final.pdf
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/guidance-sampling-final.pdf
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Uplatiiovani pravidel pro odbér vzorki v souladu s normou EN ISO 24333:2009 nebo pravidly pro odbér
vzorkdi GAFTA 124, jez pouZivaji provozovatelé potravindiskych podniki v zdjmu dodrzovani pravnich
pfedpist, je rovnocenné s pravidly pro odbér vzorkt stanovenymi v ¢asti L.

Pfi odbéru vzorkt z Sarzi na vyskyt fusariovych toxinti je uplatiovani pravidel pro odbér vzorkil v souladu
s normou EN ISO 24333:2009 nebo pravidly pro odbér vzorkd GAFTA 124, jez pouzivaji provozovatelé
potravinaiskych podniktl v zdjmu dodrzovani pravnich ptedpisti, rovnocenné s pravidly pro odbér vzorkt
stanovenymi v ¢asti B.“

b) V &sti B.2 se tabulka 1 nahrazuje timto:

JTabulka 1

Rozdéleni $arZzi na diléi SarZe v zdvislosti na produktu a hmotnosti SarZe

Komodita Hmotnost Sarze (tuny) Hmoén(zs} “?b‘{ p ocet Pocet dil¢ich vzorkd Hmotnost souhrnného
il¢ich Sarzi vzorku (kg)
Obiloviny a vyrobky | >300a<1 500 3 dilei Sarze 100 10
z obilovin
> 50 a < 300 100 tun 100 10
<50 — 3 -100 (¥ 1-10(%

(*) Z4visi na hmotnosti $arze — viz tabulka 2.

¢) V ¢sti B.3 se na konec prvni odrdzky dopliuje nova véta, kterd zni:
,Pro Sarze > 500 tun je pocet dil¢ich vzorkd stanoven v &asti L.2 ptilohy L%
d) V ¢asti D.2 se za prvni vétu dopliiuje nové véta, kterd zni:

,Tato metoda odbéru vzorkd se rovnéz pouzije pro tfedni kontrolu maximalnich mnozstvi stanovenych pro
ochratoxin A, aflatoxin B1 a celkovy obsah aflatoxint v kofeni s relativné velkou velikosti ¢dstic (velikosti ¢dstic
srovnatelnou s jadry podzemnice olejné nebo vétsi, napiiklad muskatovy ofisek).

e) V asti E se prvni véta nahrazuje timto:

,Tato metoda odbéru vzorkd se rovnéz pouzije pro tfedni kontrolu maximalnich mnozstvi stanovenych pro
ochratoxin A, aflatoxin B1 a celkovy obsah aflatoxinti v kofeni s vyjimkou kofeni s relativné velkou velikosti ¢dstic
(nestejnomérné rozlozeni kontaminace mykotoxiny).

f) V casti I se nadpis a prvni véta nahrazuji timto:
L. METODA ODBERU VZORKU U PEVNYCH VYROBKU Z JABLEK

Tato metoda odbéru vzorkii se pouzije pro Gfedni kontrolu maximélnich mnoZstvi stanovenych pro patulin
v pevnych vyrobcich z jablek véetné pevnych vyrobkt z jablek urcenych pro kojence a malé déti.“

g) V &sti 1.1 druhém pododstavci se zrusuji tyto véty:
,V piipadé tekutych vyrobkd se SarZe tésné pfed odbérem vzorkil co nejdikladnéji manualné ¢i strojné zamichd.
V tom piipadé mizeme rozloZeni patulinu v dané Sarzi povaZovat za rovnomérné. Proto je pro vytvoreni

souhrnného vzorku dostacujici odbér tif dil¢ich vzorka ze Sarze.

h) Doplauji se nové ¢asti L a M, jak je stanoveno v piiloze I tohoto nafizeni.

. V ptiloze I se body 4.2 ,Obecné pozadavky®, 4.3 ,Zvldstni pozadavky“ a 4.4 ,Odhad nejistoty méfeni, vypocet vyté-

znosti a uvadéni vysledk“ nahrazuji znénim uvedenym v piiloze II tohoto nafizeni.
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Cldnek 2
Toto naifzenf vstupuje v platnost dvacitym dnem po vyhldseni v Ufednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne 1. ¢ervence 2014.

Toto natizeni je zdvazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vech ¢lenskych stétech.

V Bruselu dne 16. kvétna 2014.

Za Komisi
piedseda
José Manuel BARROSO
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L.1

L.2

L3

PRILOHA I

METODA ODBERU VZQRKfJ PRO VELMI VELKE SARZE NEBO SARZE SKLADOVANE NEBO PREPRAVOVANE TAK, ZE
ODBER VZORKU V CELE SARZI NENI PROVEDITELNY

Obecné zdsady

V piipadé, Ze zptisob ptepravy nebo skladovéni Sarze neumoziiuje odbér dil¢ich vzorka z celé Sarze, mél by se
odbér z téchto arzi pokud mozno provadét, kdyz je Sarze v pohybu (dynamicky odbér vzork).

V piipadé velkych skladd urcenych ke skladovéni potravin by méli byt provozovatelé nabddani, aby do skladu
instalovali zaf{zeni, které umozni (automaticky) odbér vzorkti z celé skladované sarze.

V ptipadé uplatriovani postupti odbéru vzorkd, jak jsou stanoveny v této ¢dsti L, by mél byt o postupu odbéru
vzorkt informovan provozovatel potravindiského podniku nebo jeho zdstupce. Pokud provozovatel potravindf-
ského podniku nebo jeho zdstupce postup odbéru vzorkd zpochybni, umozni provozovatel potravindtského
podniku nebo jeho zdstupce pfislusnému orgdnu odbér vzorkt z celé Sarze na své vlastni naklady.

Je mozné provést odbér vzorkl u Casti Sarze pod podminkou, Ze vzorkované mnoZstvi &ini nejméné 10 %
Sarze, z niz maji byt odebrany vzorky. V ptipadé, ze se vzorky odebiraji z ¢dsti SarZe potravin stejné tfidy nebo
popisu a Ze bylo zjisténo, Ze tato ¢ist Sarze nespliiuje pozadavky Unie, pfedpoklddd se, Ze celd Sarze vykazuje
stejné vlastnosti, pokud dalsi dikladné Setfeni neprokdze, ze neexistuji diikazy o tom, zZe zbytek 3arZe je nevy-
hovujici.

Pro odbér vzorku z velmi velkych $arZi ¢i z Sarzi skladovanych nebo prepravovanych tak, Ze odbér vzorkd v celé
Sarzi neni proveditelny, jsou pouZitelnd prislusnd ustanoveni jinych casti této piilohy, napt. ohledné hmotnosti
dil¢tho vzorku.

Pocet dil¢ich vzorkd, které maji byt odebrny z velmi velkych SarZi

V piipadé velkych vzorkovanych partii (vzorkované partie > 500 tun) se pocet dil¢ich vzorkd, které maji byt
odebrany, rovnd souctu 100 dil¢ich vzorkt + \ tun. Avsak v pifpadé, Ze Sarze md méné nez 1500 tun a lze ji
rozdélit na dil¢f Sarze dle tabulky 1 ¢asti B, a pokud lze dil¢i Sarze fyzicky oddélit, musi byt odebrdn pocet
dileich vzorkd stanoveny v &dsti B.

Velké sarZe pfepravované lodi
Dynamicky odbér vzorkii z velkych SarZi prepravovanych lodi

Odbér vzorkti z velkych Sarzi na lodich se ptednostné provadi, kdyZ je produkt v pohybu (dynamicky odbér
vzorka).

Odbér vzorkd se provadi po ndkladovych prostorech (jednotka, kterou Ize fyzicky oddélit). Nakladové prostory
se viak caste¢né jeden po druhém vyprazdnuji, takze pocdtecni fyzické oddéleni po prfesunu do skladovaciho
zafizeni jiz neexistuje. Odbér vzorka lze proto provddét na zdkladé pocitecniho fyzického oddéleni nebo na
zéakladé oddéleni po pfesunu do skladovaciho zafizeni.

Vykladka lodi mizZe trvat nékolik dni. Odbér vzorkd musi byt za béznych okolnosti providén v pravidelnych
intervalech po celou dobu trvani vykladky. P¥itomnost tfedniho inspektora za Géelem odbéru vzorkd po celou
dobu vykladky v3ak neni vZdy moznd nebo vhodna. Je proto mozné provést odbér vzorka z ¢dsti Sarze (vzor-
kovand partie). Pocet dil¢ich vzorki se stanovi s pfihlédnutim k velikosti vzorkované partie.

Pritomnost inspektora je nezbytnd, i kdyz se tfedni vzorek odebird automaticky. Avsak v ptipadé¢, Ze za ticelem
piedejiti podvodu probihd automaticky odbér s pfedem stanovenymi parametry, které nelze zmeénit béhem
odbéru, a ze jsou dil¢i vzorky odebirdny do zapeceténé nadoby, je pFitomnost inspektora nutnd pouze na
pocatku odbéru vzorkt, déle pokazdé, kdy je nutno vyménit nidobu se vzorky, a na konci odbéru vzorki.

Staticky odbér vzorkii z Sarzi pepravovanych lodi

V ptipadech, kdy je odbér vzorkli provddén statickym zptisobem, musi se pouZit stejny postup jako pro shora
piistupnd skladovaci zatizeni (sila) (viz bod L.5.1).

Odbér vzorkl se musi provddét na (shora) piistupné asti Sarze/ndkladového prostoru. Pocet dil¢ich vzorkd se
stanovi s pfihlédnutim k velikosti vzorkované partie.
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L.4 Odbér vzorki z velkych Sarzi uloZenych ve skladech
Odbér vzorka se musi provadét na piistupné Casti Sarze. Pocet diléich vzorkt se stanovi s piihlédnutim
k velikosti vzorkované partie.

L.5 Odbér vzorki ze skladovacich zafizeni (sila)

L.5.1 Odbér vzorkil ze (snadno) shora pFistupnyich sil
Odbér vzorkd se musi provadét na pfistupné Casti Sarze. Pocet diléich vzorkl se stanovi s piihlédnutim
k velikosti vzorkované partie.

L.5.2 Odbér vzorki ze shora nepFistupnyich sil (uzaviend sila)

L.52.1 Shora nepfistupnd sila (uzaviend sila) o individudlni velikosti > 100 tun

Odbér vzorkil potravin skladovanych v téchto silech nelze provadét statickym zptsobem. V piipadé, Ze je tieba
odebrat vzorky potravin v takovém silu a nen{ mozné jeho obsah premistit, je tieba se dohodnout s provozova-
telem, Ze je povinen informovat inspektora o tom, kdy bude silo ¢aste¢né ¢i zcela vykldddno, a umozZnit mu
odbér vzorkd, az budou potraviny v pohybu.

L.52.2 Shora nepfistupnd sila (uzaviend sila) o individudlni velikosti <100 tun

Odchylné od ustanoveni bodu L.1 (vzorkovand ¢ast tvoii nejméné 10 %) se pii odbéru postupuje tak, Ze se 50
az 100 kg potravin upusti do nddoby a z ni se odebere vzorek. Velikost souhrnného vzorku odpovidé celé sarzi
a pocet dil¢ich vzorkt se Fidi mnoZstvim potravin upusténych ze sila do nddoby pro ucely odbéru vzorki.

L.6 Odbér vzorki potravin volné loZzenych ve velkych uzavienych kontejnerech

Vzorky z téchto Sarzi lze Casto odebirat pouze pfi vyklddce. V nékterych piipadech neni vyloZeni v misté
dovozu nebo kontroly mozné, a odbér vzorkti by proto mél probéhnout ve chvili, kdy se tyto kontejnery vykla-
daji. Provozovatel je povinen informovat inspektora o misté a ¢asu vyklddky kontejnert.

M. METODA ODBERU VZORKU PRO DOPLNKY STRAVY NA BAZI RYZE FERMENTOVANE CERVENYMI KVASNICEMI
MONASCUS PURPUREUS

Tato metoda odbéru vzorkd se pouzije pro tifedni kontrolu maximédlniho mnozstvi stanoveného pro citrinin
v dopliicich stravy na bazi ryze fermentované ¢ervenymi kvasnicemi Monascus purpureus.

Postup odbéru vzorkii a velikost vzorki

Pfi postupu odbéru vzorki se predpokladd, Ze dopliky stravy na bazi ryZe fermentované ervenymi kvasnicemi
Monascus  purpureus se doddvaji na trh v maloobchodnich balenich obsahujicich obvykle 30 az
120 kapsli/maloobchodni baleni.

Pocet maloobchodnich
baleni, jez maji byt Velikost vzorku
odebréna jako vzorek

Velikost Sarze (pocet
maloobchodnich baleni)

1-50 1 Vsechny kapsle
51 -250 2 Vsechny kapsle
251 -1 000 4 Polovina kapsli z kazdého maloobchodniho baleni
odebraného jako vzorek
>1 000 4 + 1 maloobchodni | < 10 maloobchodnich baleni: polovina kapsli z kazdého
baleni na 1 000 maloobchodniho baleni

maloobchodnich baleni,
max. 25 maloobchod-
nich balen{

> 10 maloobchodnich baleni: z kazdého maloobchod-
niho baleni se odebere stejny pocet kapsli, vysledny
vzorek odpovidd obsahu 5 maloobchodnich baleni”
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PRILOHA II
W42, Obecné pozadavky
Konfirmaéni metody analyzy pouzité pro tGcely kontroly potravin musi byt v souladu s ustanovenimi bod 1
a 2 piilohy III natizeni (ES) ¢. 882/2004.
4.3, Zvlastni pozadavky
4.3.1. Zvldstni poZadavky na konfirmacni metody
4.3.1.1. Vykonnostn{ kritéria

Doporucuje se, aby byly pouziviny plné validované konfirmacni metody (tj. metody pro piislusné matrice
validované mezilaboratornimi zkouskami), jsou-li vhodné a dostupné. Mohou byt pouzity i jiné vhodné vali-
dované konfirmaéni metody (napiiklad metody interné validované na relevantnich matricich z piislusné
skupiny komodit), pokud spliiuji vykonnostni kritéria uvedend v nésledujicich tabulkdch.

Je-li to mozné, zahrnuje validace interné validovanych metod certifikovany referenéni materidl.

a) Vykonnostni kritéria pro aflatoxiny

Kritérium

Rozsah koncentraci

Doporucend hodnota

Maximalni povolend
hodnota

Prdzdné

Cely rozsah

Bezvyznamna

Vytéznost — aflatoxin M1

0,01 - 0,05 pg/kg

60 az 120 %

> 0,05 pglkg 70 a2z 110 %
Vytéznost — aflatoxin B, < 1,0 pg/kg 50 az 120 %
B,, G,, G,
1-10 pglkg 70 az 110 %
> 10 pglkg 80 az 110 %
Reprodukovatelnost RSD, Cely rozsah Odvozeno z Horwitzovy | 2 x povolend hodnota

rovnice (*) (**)

vypoctend z Horwitzovy
rovnice (¥) (**)

Opakovatelnost RSD, se mtize vypocitat jako 0,66ndsobek reprodukovatelnosti RSD,, p#i pFislusné koncen-

traci.

Pozndmka:

— Hodnoty plati jak pro B,, tak pro sumu B, + B, + G, + G,.

— Pokud mé byt uvedena suma jednotlivych aflatoxint B, + B, + G, + G,, musi byt odezva kazdého
z nich na analyticky systém bud zndmd, nebo stejnd.

Vykonnostni kritéria pro ochratoxin A

Ochratoxin A

Mnozstvi
nglkg RSD, % RSD, % Vytéznost %
<1 <40 < 60 50 az 120
>1 <20 <30 70 az 110
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¢) Vykonnostni kritéria pro patulin

MnozZstvi Patulin
nglkg RSD. % RSD, % Vytéznost %
<20 <30 <40 50 az 120
20 - 50 <20 <30 70 az 105
> 50 <15 <25 75 az 105
d) Vykonnostni kritéria pro deoxynivalenol
Mnogstvi Deoxynivalenol
nglkg RSD, % RSD, % Vytéznost %
> 100 - < 500 <20 <40 60 az 110
> 500 <20 <40 70 az 120
e) Vykonnostni kritéria pro zearalenon
Mnogstvi Zearalenon
nefkg RSD, % RSD, % Vytéznost %
<50 < 40 <50 60 az 120
> 50 <25 <40 70 az 120

f) Vykonnostni kritéria pro fumonisin B, a B, jednotlivé

Mnogstvi Fumonisin B, a B, jednotlivé
nglks RSD, % RSD, % Vytéznost %
< 500 < 30 < 60 60 az 120
> 500 <20 <30 70 az 110

g) Vykonnostni kritéria pro T-2 a HT-2 toxin jednotlivé

T-2 a HT-2 toxin jednotlivé

Mnozstvi

nglkg RSD, % RSD, % Vytéznost %

15-250 < 30 <50 60 az 130

> 250 <25 <40 60 az 130

h) Vykonnostni kritéria pro citrinin
Citrinin
Mnozstvi
nglkg RSD, % Doporucend hodnota RSD, % Maximdlni }Izggolg/na hodnota Vytéznost %
R 0

Cely rozsah | 0,66 x RSD, | Odvozeno z Horwitzovy 2 x povolend hodnota 70 az 120

rovnice (¥) (**)

vypoctend z Horwitzovy
rovnice (*) (*¥)
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i) Pozndmky k vykonnostnim kritériim pro mykotoxiny

— Detekéni limity pouzitych metod nejsou uvedeny, protoze pfesnost je uvedena pro uvazované koncen-
trace.

— Hodnoty pfesnosti jsou vypocteny z Horwitzovy rovnice, zejména z ptivodni Horwitzovy rovnice (pro
koncentrace 1,2 x 107 < C < 0,138) (*) a z upravené Horwitzovy rovnice (pro koncentrace
C<1,2 x107) (**.

(*) Horwitzova rovnice pro koncentrace 1,2 x 107 < C < 0,138:
RSDR = (1-0,5l0g0)
(Viz: W. Horwitz, L.R. Kamps, K.W. Boyer, ].Assoc.Off.Analy.Chem., 1980, ¢. 63, s. 1344)

(**) Upravend Horwitzova rovnice (*) pro koncentrace C < 1,2 x 107

RSD, = 22 %
(Viz: M. Thompson, Analyst, 2000, ¢. 125, s. 385-386)
kde:

— RSD;, je relativni smérodatnd odchylka vypoctend z vysledkd ziskanych za podminek reprodu-
kovatelnosti [(sR/) x 100]

— C je pomér koncentraci (tj. 1 = 100 g/100 g, 0,001 = 1 000 mg/kg).
Toto je zobecnénd rovnice pro pfesnost, u niz se ukdzalo, Ze u vétsiny béznych metod analyzy
nezélezi na analytu a matrici, nybrZ pouze na koncentraci.

4.3.1.2. Pi#istup zaloZeny na vhodnosti pro dany tcel

U interné validovanych metod maze byt k hodnocenti jejich vhodnosti pro Gfedni kontrolu alternativné pouzit
pfistup zaloZeny na vhodnosti pro dany tcel (***). Metody vhodné pro tfedni kontrolu musi poskytovat
vysledky se standardni nejistotou méfeni (u) mensi, neZ je maximdlni standardni nejistota méfen{ vypocitand
pomoci ndsledujici rovnice:

uf = \/(LOD/z)2 + (ax C)?
kde:
— Uf je maximdlni standardni nejistota méfeni (pg/kg),
— LOD je mez detekce metody (ug/kg),

— a je konstantni ¢iselny faktor pouzivany v zavislosti na hodnoté C. Hodnoty, které maji byt pouzity, jsou
uvedeny v nasledujici tabulce,

— Cje ptislusnd koncentrace (ug/kg).

Jestlize metoda analyzy poskytuje vysledky s nejistotou méfeni mensi nez maximdlni standardni nejistota,
povazuje se metoda za vhodnou do stejné miry jako metoda, kterd spliiuje vykonnostni kritéria uvedend
v bodé 4.3.1.1.

Tabulka

Ciselné hodnoty konstanty a zivisejici na uvaZované koncentraci pouZzitelné v rovnici uvedené
v tomto bodé

C (pglkg) a
<50 0,2
51 - 500 0,18
501- 1 000 0,15
1 001 - 10 000 0,12
>10 000 0,1

(***) Viz: M. Thompson a R. Wood, Accred. Qual. Assur., 2006, ¢. 10, s. 471-478
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4.3.2. Zvldstni poZadavky na semikvantitativni screeningové metody
4.3.2.1. Rozsah pisobnosti

Rozsah plsobnosti se vztahuje na bioanalytické metody zaloZené na imunitnim rozpoznavani nebo recepto-
rovém vazani (napiiklad test ELISA, méfidla, pomticky k méfen{ s bo¢nim pritokem, imunosenzory) a fyzi-
kélné-chemické metody zalozené na chromatografii nebo na piimé detekci hmotnostni spektrometrii (napf.
hmotnostni spektrometrie vnitiniho prosttedi). Jiné metody (napf. tenkovrstvd chromatografie) nejsou vylou-
Ceny za piedpokladu, Ze vzniklé signdly piimo souviseji s pfislusnymi mykotoxiny a umoziuji pouZit nize
popsanou zdsadu.

Zvlastni pozadavky se vztahuji na metody, u nichZ je vysledek méfeni ¢iselnd hodnota, napiiklad (relativni)
odezva z ¢idla méfidla, signdl z LC-MS atd., a kde se uplatiiuji bézné statistiky.

Tyto pozadavky se nevztahuji na metody, které neposkytuji ¢iselné hodnoty (napf. pouze linie, jez je piitomna
nebo nepfitomna), u nichZ jsou nutné odlisné validaéni piistupy. Zvlastni pozadavky pro tyto metody jsou
uvedeny v bod¢ 4.3.3.

Tento dokument popisuje postupy validace screeningovych metod pomoci mezilaboratorni validace, ovéfen{
Ucinnosti dané metody validované pomoci mezilaboratorni zkousky a vnitrolaboratorni validaci u screenin-
gové metody.

4.3.2.2. Terminologie

Cilové koncentrace screeningu (screening target concentration, STC): piislusnd koncentrace pro zjisténi myko-
toxinu ve vzorku. Pokud je cilem ovéfit dodrzovéni regulacnich limitd, rovnd se STC pouzitelné maximalni
trovni. Pro jiné Gcely nebo v piipadé, zZe maximdlni Grovei neni stanovena, se STC stanovi pfedem v labora-
tofi.

Screeningovd metoda: metoda pouzitd pfi vybéru téch vzorki s drovni mykotoxind, které prekracuji STC
s danou jistotou. Pro tclely screeningu mykotoxint se za vhodnou pro dany tcel povazuje 95 % jistota.
Vysledek screeningové analyzy je bud ,negativni*, nebo ,podezfely’. Screeningové metody musi umozZiiovat
ndkladové efektivni analyzu velkého mnozZstvi vzorkd, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost, Ze se objevi nové
piipady vysoké expozice a ohroZeni zdravi spotiebiteltl. Tyto metody musi vychdzet z bioanalytickych metod
nebo metody LC-MS ¢i HPLC. Vysledky ze vzorkd, které piekra¢uji mezni hodnotu, musi byt ovéfeny opako-
vanou tplnou analyzou piivodniho vzorku pomoci konfirma¢ni metody.

Negativn{ vzorek' znamend, Ze obsah mykotoxinu ve vzorku je s 95 % jistotou < STC (tj. existuje 5 % pravdé-
podobnost, Ze vzorky budou nespravné hldSeny jako negativni).

JFalesné negativni vzorek’ znamend, Ze obsah mykotoxinu ve vzorku je > STC, ale byl oznacen jako negativni.

Podeziely vzorek® (pozitivni screening) znamend, ze vzorek piekraCuje mezni droveri (viz niZe) a miiZe obsa-
hovat mykotoxin na vy3§i trovni, nez je STC. Jakykoli podeztely vysledek iniciuje konfirmacni analyzu za
ticelem jednoznac¢né identifikace a kvantifikace mykotoxinu.

JFalesné podezfely vzorek’ je negativni vzorek, ktery byl oznacen jako podeztely.

Konfirmaéni metody* jsou metody, které poskytuji Gplné nebo dopliujici informace umoziiujici jedno-
znacnou identifikaci a kvantifikaci mykotoxinu na sledované trovni.

Mezni Groveil: odezva, signdl nebo koncentrace ziskand pomoci screeningové metody, pfi jejimz piekroceni
je vzorek klasifikovan jako ,podeziely’. Mezni tiroven je stanovena béhem validace a zohlediuje variabilitu
méfeni.
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Negativni kontrolni{ vzorek (slepd matrice): vzorek, o kterém je zndmo, Ze neobsahuje (') mykotoxin, na néjz
mé byt proveden screening, napf. na zdkladé predchoziho uréeni pomoci konfirmaéni metody s dostate¢nou
citlivosti. Neni-li mozné slepé vzorky ziskat, miZe se pouZzit materidl s nejniZsi trovni, kterou lze ziskat,
umoziuje-li tato troven konstatovat, Ze je tato screeningovd metoda vhodnd pro dany ucel.

Pozitivni kontrolni vzorek: vzorek, ktery obsahuje mykotoxin na trovni STC, napf. certifikovany referen¢ni
materidl, materidl se zndmym obsahem (napf. testovaci materidl z testG zptsobilosti nebo materidl) jinak
dostate¢né charakterizovany pomoci konfirmaéni metody. Pfi absenci takového materidlu Ize pouZit smés
vzorkl s riiznou trovni kontaminace nebo vnitrolaboratorné pfipraveny a dostate¢né charakterizovany
obohaceny vzorek za pfedpokladu, Ze lze prokdzat ovéfeni miry kontaminace.

4.3.2.3. Postup validace

Cilem validace je prokdzat vhodnost screeningové metody pro dany déel. Provadi se stanovenim mezni
hodnoty a miry falesné negativnich a falesné podeztelych vzorki. V téchto dvou parametrech jsou obsazena
kritéria i¢innosti, jako je citlivost, selektivita a pfesnost.

Screeningové metody mohou byt validovany pomoci mezilaboratorni nebo vnitrolaboratorni validace. Pokud
jsou jiz k dispozici Gdaje z mezilaboratorni validace pro ur¢ité kombinace mykotoxint/matric/STC, je ovéfeni
Gcinnosti metody v laboratofi pouZivajici ptislusnou metodu dostate¢né.

4.3.2.3.1 Pocatecni vnitrolaboratorni validace
Mykotoxiny:

Provadi se validace u kazdého jednotlivého mykotoxinu v rdmci rozsahu zkoumdni. U bioanalytickych metod,
jez poskytuji u nékterych skupin mykotoxind kombinovanou odezvu (napf. aflatoxiny B,, B,, G, a G,, fumo-
nisiny B, a B,), musi byt prokdzdna pouzitelnost a uvedena omezeni daného testu v rdmci rozsahu metody.
Nezadouci kifZova reaktivita (napt. DON-3-glykosid, 3- nebo 15-acetyl-DON u metod zaloZenych na imunité
pro DON) se nepovazuje za divod zvySeni miry falesné negativnich vzorka cilovych mykotoxint, ale mtze
zvySovat miru falesné podeztelych vzorkd. Toto nezddouci zvyseni se snizi pomoci konfirmacni analyzy, kterd
zajisti jednozna¢nou identifikaci a kvantifikaci mykotoxind.

Matrice:

Pocate¢ni validace by se méla provést pro kazdou komoditu, nebo pro kazdou skupinu komodit, je-li zndmo,
ze je dand metoda pouzitelnd pro vice komodit. V druhém piipadé se z uvedené skupiny vybere jedna repre-
zentativni a relevantni komodita (viz tabulka A).

Soubor vzorki:

Minimdlni pocet riznych vzorkli pozadovanych pro validaci je 20 homogennich negativnich kontrolnich
vzorkd a 20 homogennich pozitivnich kontrolnich vzorkd, které obsahuji mykotoxin na tirovni STC, analyzo-
vanych za podminek mezilehlé pfesnosti (RSDy,) po dobu 5 rtiznych dna. Piipadné mohou byt do valida¢niho
souboru pfiddny dalsi soubory 20 vzorkd obsahujicich mykotoxin na jinych trovnich, aby se zjistilo, do jaké
miry lze danou metodou rozliSovat jednotlivé koncentrace mykotoxind.

Koncentrace:

Pro kazdou troveni STC, kterd md byt pouzita pii bézné aplikaci, musi byt provedena validace.

4.3.2.3.2 Podate¢ni validace prostrednictvim mezilaboratornich zkousek

Validace pomoci mezilaboratornich zkousek se provadi v souladu s mezindrodné uznanym protokolem
o mezilaboratornich zkouskdch (napt. ISO 5725:1994 nebo Mezindrodni harmonizovany protokol IUPAC),
ktery vyZzaduje, aby byly zahrnuty platné tidaje z nejméné osmi riiznych laboratofi. Jinak je jedinym rozdilem
oproti vnitrolaboratorni validaci to, Ze = 20 vzorkil z kazdé komodity/Grovné mize byt rovnomérné rozdé-
leno mezi zdcastnéné laboratofe, pficemZ minimdlni pocet je dva vzorky na laboratof.

(") Vzorky jsou povazovany za vzorky bez vyskytu analytu, pokud jeho mnozstvi ve vzorku neptesahuje 1/5 STC. Pokud lze Groven kvantifi-
kovat konfirma¢ni metodou, je tieba tuto tiroven zohlednit pfi posuzovani validace.
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4.3.2.4. Stanoveni mezni drovné a miry faleSn¢ podezielych vysledkd u slepych vzorka

(Relativni) odezvy u negativnich kontrolnich a pozitivnich kontrolnich vzorkd se berou jako zdklad pro
vypocet poZzadovanych parametrt.

Screeningové metody s odezvou iimérnou koncentraci mykotoxinu
U screeningovych metod s odezvou imérnou koncentraci mykotoxinu plati:
1 = *
Mezni hodnota = Ry — hodnota t s *SD g

Rere = sttedni hodnota odezvy u pozitivnich kontrolnich vzorka (na trovni STC)
hodnota t: jednostrannd hodnota t u 5 % miry falené negativnich vysledka (viz tabulka B)

SD¢;c =  standardni odchylkaScreeningové metody s odezvou nepiimo timérnou koncentraci mykotoxinu

Podobné se u screeningovych metod s odezvou nepiimo Gmérnou koncentraci mykotoxinu urcuje mezni
hodnota jako:

Mezni hodnota = Ry + hodnota t, s *SD;c

~s s

Pomoci této specifické hodnoty t slouzici ke stanoveni mezni hodnoty je mira falesné negativnich vysledkt
standardné stanovena na 5 %.

Hodnoceni vhodnosti pro dany tcel

Vysledky negativnich kontrolnich vzorkli se pouziji pro odhad odpovidajici miry falesné podezielych
vysledkd. Hodnota t se vypocte podle ptipadu, kdy vysledek negativniho kontrolntho vzorku pfesahuje mezni
hodnotu, a proto se chybné klasifikuje jako podeziely.

hodnota t = (mezni hodnota - stied,,)/SDy,,;pro screeningové metody s odezvou timérnou koncentraci
mykotoxinu

nebo

hodnota t = (stied,,,, — mezni hodnota)/SDy,, pro screeningové metody s odezvou nepifmo dmérnou
koncentraci mykotoxinu

Ze ziskané hodnoty t se na zdklad¢ stupnt volnosti vypocitanych z urcitého poctu experiment miize pravdé-
podobnost falesné podezielych vzorkil pro jednostrannou distribuci bud vypocitat (napf. tabulkovd funkce
,TDIS’), nebo ptevzit z tabulky pro distribuci-t.

Odpovidajici hodnota jednostranné distribuce t uréuje miru falesné podezielych vysledkd.

Tato koncepce je popsdna podrobné i s piikladem v Analytical and Bioanalytical Chemistry DOI 10.1007/
s00216-013-6922-1.

4.3.2.5. Rozsifeni rozsahu piisobnosti metody

4.3.2.5.1 Rozsifeni rozsahu pisobnosti na dalsi mykotoxiny:

Kdyz se priddvaji nové mykotoxiny do rozsahu pusobnosti stavajici screeningové metody, musi se provést
tplnd validace, aby se prokdzala vhodnost metody.

4.3.2.5.2 Rozsifeni na dalsi komodity:

Pokud se vi nebo predpoklddd, Ze je screeningovd metoda pouzitelnd i na dal$i komodity, musi se ovéfit jeji
platnost pro tyto daldi komodity. Patfi-li novd komodita do skupiny komodit (viz tabulka A), u nichz jiz
probéhla pocate¢ni validace, je dostacujici omezend dodatecnd validace. Pro tento Gcel se musi analyzovat
nejméné 10 homogennich negativnich kontrolnich vzorka a 10 homogennich pozitivnich kontrolnich vzork
(na drovni STC) za podminek mezilehlé presnosti. VSechny pozitivni kontrolni vzorky musi pfesahovat mezni
hodnotu. V pfipadé, Ze toto kritérium neni splnéno, musi se provést tGplnd validace.
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4.3.2.6.

4.3.2.7.

4.3.2.8.

Ovérovani metod, které jiz byly validovdany prostfednictvim mezilaboratornich zkousek

U screeningovych metod, které jiz byly aspé$né validovdny prostfednictvim mezilaboratornich zkousek, je
tieba ovéfit ticinnost. K tomu se musi analyzovat nejméné 6 negativnich kontrolnich vzorkd a 6 pozitivnich
kontrolnich vzorkti (na drovni STC). VSechny pozitivni kontrolni vzorky musi presahovat mezni hodnotu.
V pfipadg, Ze toto kritérium neni splnéno, laboratof musi provést analyzu hlavnich pfi¢in, aby urcila, pro¢
nemuize splnit specifikaci ziskanou pfi mezilaboratorni zkousce. Az po piijeti ndpravnych opatfeni musi
znovu ovéfit u¢innost metody ve své laboratofi. Pokud laboratof neni schopna ovéfit vysledky mezilabora-
torni zkousky, bude muset stanovit vlastni mezni hodnotu pomoci tplné pocdte¢ni vnitrolaboratorni vali-
dace.

Neustdlé ovéfovani metod/prabéind validace metod

Po pocitetni validaci se dalsi tidaje z validace ziskdvaji tak, Ze se v kazdé partii vzorkti podrobenych scree-
ningu zahrnou alespont dva pozitivni kontrolni vzorky. Jeden pozitivni kontrolni vzorek je znidmy vzorek
(napiiklad vzorek pouzity v pocate¢ni validaci), druhy je jind komodita ze stejné skupiny komodit (v pfipadé,
Ze se analyzuje pouze jedna komodita, pouzije se misto néj jiny vzorek této komodity). Zafazeni negativniho
kontrolniho vzorku je nepovinné. Vysledky ziskané pro tyto dva pozitivni kontrolni vzorky se piidaji do
stavajictho valida¢niho souboru.

Nejméné jednou ro¢né se opétovné ur¢l mezni hodnota a znovu se posoudi platnost metody. Neustdlé ovéto-
vani metod slouzi nékolika Géeltim:

— ke kontrole kvality pro partii vzork podrobenych screeningu,
— k poskytovani informaci o spolehlivosti metody za podminek v laboratori, kterd metodu uplatiiuje,
— k odtvodnéni pouzitelnosti metody u raznych komodit,

— aby bylo mozné upravit mezni hodnoty v ptipadé postupnych posunti v pribéhu ¢asu.

Zpréva o validaci

Zprava o validaci musi obsahovat:

— prohldseni o STC,

— prohldeni o zjisténé mezni hodnotg,

Pozndmka: Mezni hodnota mus{ mit stejny pocet platnych &islic jako STC. Ciselné hodnoty pouzité k vypoctu
mezni hodnoty musi mit alespori o jednu platnou ¢islici vic nez STC.

— prohlaseni o vypoctené mife fale$né podezielych vzorki,
— prohldseni o tom, jak byla vygenerovdna mira fale$né podezielych vzork.

Pozndmka: V prohldSeni o vypoctené mife falesné podezielych vzorka se uvede, zda je metoda vhodnd pro
dany wcel, a rovnéz pocet slepych vzorkti (nebo vzorkii s nizkou drovni kontaminace), které
budou pfedmétem ovéfovani.

Tabulka A

Skupiny komodit pro validaci screeningovych testit

Skupiny komodit Kategorie komodit B pzizﬁfnrstpérzzerétaa:éwﬁ; tlz ZI;?SRY
Vysoky obsah vody Ovocné $tavy Jable¢na $tava, hroznova $tava
Alkoholické ndpoje Vino, pivo, cider
Kofenovd a hliznatd zelenina Cerstvy zdzvor
Cerealni nebo ovocné kase Kase pro kojence a malé déti
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Skupiny komodit

Kategorie komodit

Typické reprezentativni komodity
zahrnuté do dané kategorie

Vysoky obsah oleje

Ofechy Vlagské ofechy, liskové ofechy,
jedlé kastany
Olejnaté semena a vyrobky z nich | Repka  olejnd, slune¢nicové

semeno, bavinikové semeno, séjové
boby, arasidy, sezamovd seminka
atd.

Olejnaté plody a vyrobky z nich

Oleje a pasty (napf. arasidové
maslo, tahina)

Vysoky obsah $krobu ajnebo
bilkovin a nizky obsah vody a tuku

Obilnd zrna a vyrobky z nich

PSenice,  Zito, jeCmen, oves
Celozrnny chléb, bily chléb, krekry,
snidaniové ceredlie, téstoviny

Dietetické vyrobky

Suené prasky pro piipravu stravy
pro kojence a malé déti

Vysoky obsah kyselin a vody (¥)

Vyrobky z citrusti

Naro¢né nebo jedinetné komo-
dity" (%)

Kakaové boby a vyrobky z nich,
kokosovy ofech a vyrobky z néj,
kava, caj

Kofeni, lékofice

Vysoky obsah cukru, nizky obsah
vody

SuSené ovoce

Fiky, rozinky, korintky, sultinky

Mléko a mlé¢né vyrobky

Mléko

Kravské, kozi a buvoli mléko

Syry

Syr z kravského, koziho mléka

Mlééné vyrobky (napf. susené
mléko)

Jogurt, smetana

(*) Pokud se pouzivd tlumivy roztok ke stabilizaci zmén pH béhem extrakce, lze tuto skupinu komodit sloucit do jedné
skupiny komodit ,vysoky obsah vody'.
(**) ,Ndro¢né nebo jedine¢né komodity* by mély byt plné validovény jen tehdy, pokud se analyzuji Casto. Analyzuji-li se jen
piilezitostné, muiZe se validace omezit pouze na kontrolu oznamovacich mezi za pouziti obohacenych slepych

vytazka.

Tabulka B

Jednostrannd hodnota t u 5 % miry falesné negativnich vzorka

Stupné volnosti

Pocet opakovani

Hodnota t (5 %)

10 11 1,812
11 12 1,796
12 13 1,782
13 14 1,771
14 15 1,761
15 16 1,753
16 17 1,746
17 18 1,74
18 19 1,734
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Stupné volnosti Pocet opakovani Hodnota t (5 %)
19 20 1,729
20 21 1,725
21 22 1,721
22 23 1,717
23 24 1,714
24 25 1,711
25 26 1,708
26 27 1,706
27 28 1,703
28 29 1,701
29 30 1,699
30 31 1,697
40 41 1,684
60 61 1,671
120 121 1,658
oo oo 1,645
4.3.3. PozZadavky na kvalitativni screeningové metody (metody, které neposkytuji Ciselné hodnoty)

Ruzné normaliza¢ni organy (napf. AOAC, ISO\) v soucasnosti pracuji na vyvoji pokynt pro validaci bindrnich
testovacich metod. Organizace AOAC neddvno pfiSla s navrhem pokynt v této oblasti. Tento dokument lze
povaZzovat za obraz soucasného stavu techniky v této oblasti. Metody, jez poskytuji vysledky v bindrni podobé
(napt. vizudlni kontrola méfenych zkousek), by proto mély byt validovany podle téchto pokyndi.

http:/[www.aoac.org/imis15_prod/AOAC_Docs[ISPAM/Qual_Chem_Guideline_Final_Approved_031412.pdf

4.4, Odhad nejistoty méfeni, vypocet vytéznosti a uvddéni vysledka ()
4.4.1. Konfirmacni metody
Vysledek analyzy se musi vyjadiit takto:

a) korigovany na vytéznost s uvedenim miry vytéznosti. Korekce na vytéznost neni nutnd v ptipadé, Ze vyté-
znost je v rozmezi 90-110 %;

b) ve tvaru x +/— U, kde x' je vysledek analyzy a ,U je rozsifend nejistota méfeni pfi pouziti faktoru pokryti
2, ktery odpovida hladiné spolehlivosti pfiblizné 95 %.

Pro potraviny Zzivocisného ptvodu lze zohlednéni nejistoty méfeni provést také ustanovenim rozhodovaci
meze (CCa) v souladu s rozhodnutim Komise 2002/657ES (%) (bod 3.1.2.5 piilohy I — piipad latek s uvede-
nymi nejvyssimi piipustnymi mezemi).

Pokud je vSak vysledek analyzy vyrazné (> 50 %) nizs$i nez maximdln{ droven nebo vyrazné vy3§i nez maxi-
mélni Groven (tj. vice nez pétkrdt maximalni Groveti), pokud byly dodrZeny vhodné postupy kontroly kvality
a pokud analyza slouZi jen pro ucely kontroly dodrzeni ustanoveni pravnich pfedpist, muze byt vysledek
analyzy vyjadfen bez korekce na vytéznost a v téchto piipadech Ize ddaje o vytéznosti a o nejistoté méfeni
vynechat.

() Vice podrobnosti o postupech pro odhad nejistoty méfeni a pro posouzeni vytéznosti Ize nalézt ve zpravé Report on the relationship
between analytical results, measurement uncertainty, recovery factors and the provisions of EU food and feed legislation’ - http://ec.
europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/report-sampling_analysis_2004_en.pdf

(*) Rozhodnuti Komise 2002/657|ES ze dne 14. srpna 2002, kterym se provadi smérnice Rady 96/23[ES, pokud jde o provadéni analytic-
kych metod a interpretaci vysledkd (Uf. vést. L 221, 17.8.2002, s. 8).


http://www.aoac.org/imis15_prod/AOAC_Docs/ISPAM/Qual_Chem_Guideline_Final_Approved_031412.pdf
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/report-sampling_analysis_2004_en.pdf
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/report-sampling_analysis_2004_en.pdf
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Tato pravidla interpretace vysledki analyzy tykajici se pfijeti nebo odmitnuti Sarze se pouziji na vysledky
analyzy ziskané ze vzorku pro tfedni kontrolu. V pfipadé analyzy pro ucely obhajoby nebo rozhod¢iho Fizeni
se pouziji vnitrostdtni pfedpisy.

4.4.2. Screeningové metody
Vysledek screeningu se vyjddii jako vyhovujici nebo podeziely jako nevyhovujici.
JPodeztely jako nevyhovujici’ znamend, ze vzorek pfekracuje mezni Girovent a miZe obsahovat mykotoxin na

vy$§i drovni, nez je STC. Jakykoli podeztely vysledek iniciuje konfirmac¢ni analyzu za Gcelem jednoznacné
identifikace a kvantifikace mykotoxinu.
,Vyhovujici’ znamend, Ze obsah mykotoxinu ve vzorku je s 95 % jistotou < STC (tj. existuje 5 % pravdépodob-

nost, Ze vzorky budou nespravné hldSeny jako negativni). Vysledek analyzy se vyjadii jako ,< trovenn STC'
a uvede se Groven STC.”
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