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URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV

27.6.1984

SMERNICA KOMISIE
zo 7. jina 1984,

ktorou sa menia a dopliiajii prilohy k smernici Rady 77/96/EHS o vySetreniach na trichinely (trichinella
spiralis) pri dovoze Cerstvého misa z oSipanych z tretich krajin

(84/319/EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho hospodarskeho
spoloCenstva,

so zretefom na smernicu Rady 77/96/EHS z 21. decembra 1976
o vySetrovani na trichinely (trichinella spiralis) pri dovoze cer-
stvého mdsa o$ipanych z tretich krajin (*), naposledy zmenenti
a doplnend smernicou 83/91/EHS (2), najmi na jej ¢ldnok 8,

kedZe neddvne prieskumy umoznili vypracovanie urcitych metdd
na zistovanie trichinel v bravéovom maise; kedZe spolahlivost
tychto metdd z hladiska ochrany zdravia je ekvivalentnd so spo-
[ahlivostou existujiicich metdd; kedZe by sa preto mali urobit pri-
slusné doplnenia k prilohe I k smernici 77/96/EHS;

kedze, aby sa ulahcila prica pri vySetreni na trichinely, mali by
neclenské krajiny a ¢lenské Staty mat povolené vybrat si medzi
ustanovenymi vySetrovacimi metédami;

kedZe sa musia urobit urcité technické tpravy stcasne pouziva-
nych metdd vysetrovania na trichinely, a pokial ide o podmienky,
ktoré musia spliat laboratérid zapojené do zistovania trichinel;

() U.v.ESL26,31.1.1977,s. 67.
(® U.v.ESL59,5.3.1983,s. 34.

kedZe opatrenia ustanovené v tejto smernici si v stilade so stano-
viskom Staleho veterindrneho vyboru,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Smernica 77/96/EHS sa tymto meni a dopliia, tak ako je
ustanovené v prilohe.

Clanok 2

Clenské 3tity uvedt do Gcinnosti zdkony, iné prévne predpisy
a sprdvne opatrenia potrebné na dosiahnutie siladu s touto
smernicou najneskor do 1. janudra 1985. Bezodkladne o tom
upovedomia Komisiu.

Cldnok 3
Tato smernica je adresovand clenskym §tdtom.

V Bruseli 7. jina 1984

Za Komisiu
Poul DALSAGER
clen Komisie
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PRILOHA

A. Priloha I sa tymto menf a doplha takto:

1.V bode II a):

— desiata zard7ka sa nahrddza takto:

”

stereomikroskop (zvacSenie 15 aZ 40x) s vhodnym svetelnym zdrojom,*

— poslednd zardzka sa nahrddza takto:

— trdviaca tekutina pripravend takto:

10 g pepsinu (80 u/g FIP: Fédération internationale de pharmacie), 5 ml HCl (najmenej 37 %)
doplnend do jedného litra vodou z vodovodu.”

2. Bod III sa nahrddza takto:

L. METODA POUZIVAJUCA UMELE TRAVENIE PRI HROMADNYCH VZORKACH

a)

Pristroje a reagencie

noz a pinzety na odber materidlu,

mlynéek na méso s otvormi s priemerom 2 aZ 3 mm,

3-litrové Erlenmayerova banka s gumovou alebo vatovou zédtkou,

kuzelovy deliaci lievik s kapacitou 2 000 ml,

obycajny stojan so zakladiou v tvare A s dlzkou priblizne 28 cm a's 80 cm tycou,
kruh s priemerom 10 az 11 c¢m, ktory je mozné pripevnit na stojan,

drziak s plochymi svorkami (23 x 40 mm), ktory sa moze pripojit k stojanu pomocou dvojitej
spojovacej skrutky,

sitko (velkost otvorov 177 mikrénov) s vonkaj$im priemerom 11 cm, so sietkovitym dnom
z mosadze alebo z nerezu,

lievik s vniitornym priemerom najmenej 12 cm,
100 ml sklené odmerné valce,

stereomikroskop (zvicSenie 15 az 40x) s vhodnym svetelnym zdrojom, alebo trichinoskop
s horizontdlnou doskou pre kompresor s vhodnym svetelnym zdrojom,

v pripade pouzitia trichinoskopu: sa pouZije miska na pocitanie lariev, ktorti je mozné opisat
takto:

miska na pocitanie lariev sa vyrobi z akrylovych dosticiek o hribke 3 mm takto:
i) dno misky je 180 x 40 mm, vyznacené do $tvorcov,
ii) bocné steny majii 230 x 20 mm,

iij) koniec md 40 x 20 mm. Dno a konce musia byt zasunuté medzi bo¢né steny, aby tak tvorili
misku s dvomi malymi rdc¢kami na obidvoch koncoch. Hornd ¢ast dna musi byt zvysend
7 az 9 mm od zdkladne podstavca vytvoreného stenami a koncami. Jednotlivé casti sa
upevnia pouzitim lepidla vhodného pre tento materidl,

niekolko Petriho misiek s priemerom 9 cm (ak sa pouzije stereomikroskop) oznacenych
na spodnej asti do tvorcovych vysetrovacich plosok 10 x 10 mm pouzitim Spicatého ndstroja,

niekolko 10 litrovych kontajnerov pouzivanych, ak sa pouziva dekontamindcia pristroja, ako
je o$etrenie formalinom, a na zvyskovd traviacu tekutinu v pripade pozitivnych vysledkov,

koncentrovand (37 %) kyselina chlorovodikova,

pepsin s koncentraciou: 1: 10 000 NF (Ndrodny formular Spojenych §tatov)
zodpovedajici 1: 12 500 BP (Britsky liekopis)

zodpovedajici 2 000 FIP (Fédération internationale de pharmacie),

niekolko podnosov, na ktoré je mozné dat 50 vzoriek, pricom v kazdej st priblizne 2 g,

véhy s presnostou 0,1 g.
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b) Odber vzoriek

¢) Metdda

1.

V pripade celych tiel sa odoberie priblizne 2-gramovd vzorka z brdni¢ného piliera na prechode
do 3lachovitej Casti. Ak brdnicné piliere chybaji, odoberd sa vzorky rovnakej velkosti
z rebrovej Casti alebo zo sterndlnej Casti branice, z jazykového svalu, zo Zuvacieho svalu, alebo
z brusnych svalov.

Pri kusoch misa sa odoberie priblizne 2 g vzorka z kostrového svalstva s obsahom malého
mnozstva tuku, a ak je to mozné, z blizkosti kosti alebo $liach.

i) Uplne zmiesané hromadné vzorky (100 vzoriek stcasne)

ii)

Z kazdej zo 100 individudlnych vzoriek ziskanych od osipanych sa odoberie priblizne 1 g
vzorky. Nasadend vzorka sa raz pomelie na misovom mlynceku.

Pomleté miso sa vlozi do 3-litrovej Erlenmeyerovej banky spolu so 7 g pepsinu, priblizne
2 litrami vody z vodovodu zohriatej na 40 az 41°C, a 25 ml koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej. Zmes sa pretrepava az do rozpustenia pepsinu.

Roztok ma mat pH okolo 1,5 az 2.

Pri trdveni sa Erlenmeyerova banka inkubuje pri 40 az 41°C priblizne Styri hodiny.
Banka sa pocas inkubdcie pravidelne pretrepdva, najmenej dvakrat za hodinu.

Natréveny roztok sa prefiltruje cez sitko do kuzelovitého 2 litrového deliaceho lievika
a nechd sa v pokoji odstdt v stojane priblizne jednu hodinu.

Celkovy objem priblizne 45 ml tekutiny sa vypusti do odmerného valca a potom sa
rozdeli do troch Petriho misiek, na dne ktorych st vyznacené stvorce, v kazdej miske
md byt 15 ml tekutiny.

Kazdd Petriho miska sa do jednej mintty vySetr{ na pritomnost lariev trichinel pod
stereomikroskopom.

Ak sa pouziji misky na pocitanie lariev, uvedenych 45 ml sa rozdeli do dvoch
takychto misiek, a vy3etri sa pod trichinoskopom.

Larvy sa javia ako identifikovatelné organizmy v usadenine a ¢asto, ak je voda vlaznd,
mozno sledovat zvinovacie a rozvinovacie pohyby 3pirély".

Natrévené roztoky by sa mali vy3etrit, akondhle st pripravené. Za ziadnych okolnosti
by sa vySetrenie nemalo odlozit na nasledujici den.

Ak st natravené roztoky nezretelné alebo nevysetrené do 30 mindt od ich pripravy,
musia sa nasledovne vy¢irit. Konecnd 45-mililitrova vzorka sa vyleje do odmerného
valca a nechd sa odstat 10 mintt. Na konci tejto lehoty sa 30 ml supernatantnej
tekutiny odsaje a zvy$nych 15 ml sa doplni do 45 ml vodou z vodovodu. Po dalsich
10 minttach usadzovania sa 30 ml supernatantnu opit odsaje a zvy$nych 15 ml sa
opatrne preleje do Petriho misky alebo do misky na pocitanie lariev, na vysetrenie.
Odmerny valec sa premyje v 10 ml vody z vodovodu a tento vyplach sa pridd k vzorke
do Petriho misky alebo do misky na pocitanie lariev, a vy3etrf sa.

Zmiesané hromadné vzorky s menej ako 100 vzorkami

Do celkovej zmiesanej skupinovej vzorky so 100 vzorkami moZno pridat najviac 15
jednotlivych vzoriek a vysetrit spolu s tymito vzorkami. Ak sa vysetruje viac ako 15
vzoriek a menej ako 100 vzoriek, imerne sa redukuje trdviaca tekutina.
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2.

V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku po vysetreni skupinovej vzorky, sa
odoberie dalsich 20 g vzorky z kazdej osipanej v stilade s tym, ako je uvedené vyssie v bode
b). Tieto 20-gramové vzorky z piatich o$ipanych sa zlii¢ia a vySetria podla vyssie opisanej
metody. Tymto sposobom sa vysetria vzorky z 20 skupin po piatich odipanych. Ak sa
v zlicenej vzorke z piatich o$ipanych zistia trichinely, odoberie sa dalsich 20 g vzoriek
z jednotlivych osipanych v skupine a kazdd sa oddelene vysetri pouzitim vyssie opisanej
metody.

3. Pridaju sa tieto body IV, V a VI:

,IV. METODA MECHANICKY PODPOROVANEHO TRAVENIA ZLUCENE] VZORKY/SEDIMENTACNA
TECHNIKA

a)

Pristroje a reagencie

ndz alebo noznice na rezanie vzoriek,

podnosy, na ktorych je vyznacenych 50 Stvorcov, na kazdy z ktorych je mozné dat priblizne
2 g —ové vzorky misa,

Stomacher Lab-blender 3 500 Termo model,
plastové vreckd vhodné pre Stomacher Lab-blender,

kuzelovy deliaci lievik s objemom 2 1, pokial mozno vybaveny teflonovymi bezpe¢nostnymi
zatkami,

stojany, kruhy a drziaky,

sitkd, velkost otvorov 177 mikrénov, s vonkajsim priemerom 11 c¢m, so sietkovym dnom
7 nerezu,

lieviky s vndtornym priemerom najmenej 12 cm na podporu sitiek,
100 ml sklené odmerné valce,

25 ml davkovac,

kadicky s objemom 3 litre,

lyzica alebo sklend ty¢inka na mieSanie traviacej tekutiny v kadicke,
plastovd injek¢nd striekacka a nasdvacia hadicka,

odmernd lyZica na 6 g,

teplomer s presnostou + 0, 5 °C s rozsahom 1 az 100 °C,

vibrator, napr. elektrickd miesacka s odnimatelnou hlavicou,

relé, ktoré spina a vypina v mintdtovom intervale,

trichinoskop s horizontdlnym stolikom alebo stereomikroskop, s vhodnym svetelnym
zdrojom,

miska na pocitanie lariev (ak sa pouzije trichinoskop): miska na pocitanie lariev sa vyrobi
z akrylovych dogticiek o hribke 3 mm takto:

i) dno nddrzky je 180 x 40 mm, vyznacené do $tvorcov,
ii) bocné steny maji 230 x 20 mm,

iiij) koniec ma 40 x 20 mm. Dno a konce musia byt zasunuté medzi bocné steny, aby tak tvorili
misku s dvomi malymi rtickami na obidvoch koncoch. Hornd ¢ast dna musi byt zvysend
7 az 9 mm od zdkladne podstavca vytvoreného bo¢nymi stenami a koncami. Jednotlivé
Casti sa upevnia pouzitim lepidla vhodného pre tento materil,

niekolko Petriho misiek s priemerom 9 c¢m (ak sa pouzije stereomikroskop) oznacenych na ich
dnéch do 3tvorcovych vysetrovacich plosok 10 x 10 mm pouzitim $picatého ndstroja,

17,5 % roztok kyseliny chlorovodikovej,

pepsin s koncentrdciou: 1: 10 000 NF (Ndrodny formular Spojenych $tatov)
zodpovedajtici 1: 12 500 BP (Britsky liekopis)

zodpovedajtci 2 000 FIP (Fédération internationale de pharmacie),

niekolko 10 litrovych kontajnerov pouzivanych pri dekontamindcii pristroja, ako je o3etrenie
formalinom, a na zvyskovii trdviacu tekutinu v pripade pozitivnych vysledkov,

véhy s presnostou 0,1 g.
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b) Odber vzoriek

1.V pripade celych tiel sa odoberie priblizne 2 g vzorka z brani¢ného piliera na prechode svalov
do slachovitej casti. Ak branicné piliere chybajii, odoberti sa vzorky rovnakej velkosti
z rebrovej Casti branice alebo zo sterndlnej Casti branice, zo Zuvacieho svalu, alebo z brusnych

svalov.

2. Pri kusoch misa sa odoberie priblizne 2 g vzorka z kostrového svalstva s obsahom malého
mnozstva tuku, a ak je to mozné, z blizkosti kosti alebo $liach.

¢) Metéda

1. Postup trdvenia

Uplné sku pinové vzorky (100 vzoriek stcasne)

— Stomacher Lab-blender 3 500 vybaveny dvojitym plastovym vreckom a kontrolou

teploty nastavenou na 40 to 41 °C

Jeden a pol litra vody predhriatej priblizne na 32 az 35 °C sa naleje do vnitorného
plastového vrecka a voda sa zohreje na 40 to 41 °C.

potom sa do vody v Stomacheri pridd 25 ml 17,5 % kyseliny chlorovodikove;.

potom sa pridd 100 vzoriek, kazdd je priblizne 1 g (pri 25 to 30 °C) odobratych
z kazdej jednotlivej(individudlnej) vzorky, v silade s bodom b).

nakoniec sa pridd 6 g pepsinu. Tento postup priddvania sa musi presne dodrziavat, aby
sa zabranilo rozkladu pepsinu.

Stomacher sa potom ponechd spractvat obsah vrecka pocas 25 mindt.

Potom sa plastové vrecko vyberie zo Stomachera a natrdvend tekutina sa prefiltruje cez
sitko do 3-litrovej kadicky.

Plastové vrecko sa premyje priblizne v 100 ml vody, ktord s potom pouZije
na opldchnutie sitka a nakoniec sa prida do filtrdtu v kadicke.

K celkovej skupinovej vzorke so 100 vzorkami je mozné pridat az 15 jednotlivych vzoriek
a vySetrit spolu s tymito vzorkami.

Mensie skup inové vzorky smenej ako 100 vzorkami

— Stomacher Lab-blender 3 500 vybaveny dvojitym plastovym vreckom a kontrolou

teploty nastavenou na 40 az 41 °C.

Traviaca tekutina sa pripravi zmieSanim asi jeden a pol litra vody a 25 ml 17,5 %
kyseliny chlorovodikovej. Pridd sa 6 g pepsinu a vSetko sa pomiesa pri teplote 40 az
41 °C. Tento postup priddvania sa musi presne dodrziavat, aby sa zabranilo rozkladu
pepsinu.

Z tréviacej tekutiny sa odmeria objem zodpovedajtci 15 ml na gram vzorky (napr. pre
30 vzoriek je pozadovany objem 30 x 15 ml alebo 450 ml) a prenesie sa do vntra
tych dvoch plastovych vreciek spolu s misovymi vzorkami o hmotnosti priblizne 1 g
(pri 25 az 30 °C) odobratych z kazdej z jednotlivych (individudlnych) vzoriek v silade
s bodom b).

Do vonkajsieho vrecka sa naleje voda priblizne o teplote 41 °C do celkového objemu
v obidvoch vreckdch jeden a pol litra.

Stomacher sa potom ponechd spractvat obsah vrecka pocas 25 mindt.

Potom sa plastové vrecko vyberie zo stomachera a trdviaca tekutina sa prefiltruje cez
sitko do 3-litrovej kadicky.

Plastové vrecko sa premyje priblizne v 100 ml vody, ktord s potom pouZije
na opldchnutie sitka a nakoniec sa pridd do filtratu v kadicke.

2. Izoldcia lariev sedimentdciou

— Do tréviacej tekutiny sa pridd lad (300 az 400 g ladovych vlociek, supinového ladu alebo

drveného ladu), az kym objem dosiahne 2 litre. Trdviaca tekutina sa potom miesa dovtedy,
kym sa lad neroztopi.

V pripade mensich zlacenych vzoriek (pozri bod 1 ii)), sa primerane musi zredukovat
mnozstvo ladu.

— Schladend tréviaca tekutina sa prenesie do 2-litrového deliaceho lievika, vybaveného

vibrdtorom na osobitnej svorke.
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— Sedimetdcia trvd 30 mindt, pocas ktorych sa deliacim lievikom prerusovane vibruje, t. j.
za jednou minttou vibracie nasleduje jedna mintita pauzy.

— Po 30 mindtach sa 60 ml vzorky sedimentu rychlo vypusti do 100 odmerného valca.
(Lievik sa po pouziti vyplichne roztokom detergentu.)

— 60-ml vzorka sa moze nechat odstdt asi 10 mintt, potom sa odsaje supernatant, az kym
nezostane objem 15 ml, na vySetrenie na pritomnost lariev.

— Na odsdvanie sa moze pouzit jednordzovd injekénd strickacka opatrend plastovou

hadickou.

Dizka hadicky m byt takd, aby 15 ml zostalo v odmernom valci, ked okraje injekénej
striekacky spocivaji na obrube valca.

— Zvysnych 15 ml sa vyleje do misky na pocitanie lariev alebo do dvoch Petriho misiek
a vySetri sa, pricom sa pouzije trichinoskop alebo stereomikroskop.

— Natrdvené roztoky je treba vysetrit, akondhle st pripravené. Za ziadnych okolnosti by sa
vysetrenie nemalo odkladat na nasledujtci den.

Ak st trdveniny nedostato¢ne priezra¢né alebo nevysetrené do 30 mindt od ich pripravy,
musia sa nasledovne vy¢irit. Findlna 60-mililitrovd vzorka sa vyleje do odmerného valca
a nechd sa postdt 10 mindt. Na konci tejto lehoty sa 45 ml supernatantu odsaje a zvy3nych
15 ml sa doplni do 45 ml vodou z vodovodu. Po dalsich 10 minttach usadzovania sa 30
ml supernatantu opit odsaje a zvy$nych 15 ml sedimentu sa opatrne preleje do Petriho
misky alebo do misky na pocitanie lariev, a vySetr{ sa. Odmerny valec by sa vymyje 10 ml
vody z vodovodu a tento vyplach sa pridd do Petriho misky alebo do misky na pocitanie
lariev, a vySetr sa.

3.V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku po vysetreni skupinovej vzorky, sa
odoberie dalsich 20 g vzorky z kazdej osipanej v stilade s tym, ako je uvedené vyssie v bode
b). Tieto 20-gramové vzorky z piatich o$ipanych sa zlicia a vySetria podla vyssie opisanej
metddy. Tymto spdsobom sa vysetria vzorky z 20 skupin po piatich osipanych. Ak sa
v zlicenej vzorke z piatich o$fpanych zistia trichinely, odoberie sa dalsich 20 g vzoriek
z jednotlivych osipanych v skupine a kazdd sa vysetri oddelene s pouzitim vysie opisanej
metddy.

V. METODA MECHANICKY PODPOROVANEHO TRAVENIA ZLUCENE] VZORKY/TECHNIKA
JIZOLACIE NA FILTRI

a)

Pristroje a reagencie

Tie, ktoré st uvedené v metdde IV a).

Dodatocné vybavenie k vyssie uvedenému vybaveniu:
— 1-litrovy Gelmanov lievik, spolu s drziakom filtra (priemer 45 mm),
— filtra¢né kotace; filtracné kotice pozostavajii z:

kruhového sita z nehrdzavejiicej ocele s otvormi 35 mikrénov (priemer kotdca musi byt
45 mm),

dvoch gumovych krazkov vyhotovenych z gumy o hribke 1 mm (vonkajsi priemer je 45 mm
a vnatorny priemer 38 mm),

kruhové sito sa umiestni medzi dva gumové krizky a pripevni sa k nim pomocou
dvojzlozkového lepidla vhodného pre tieto dva materidly,

— Erlenmayerova banka s obsahom 3 litre a vybavend bo¢nou trubicou na odsdvanie,
— filtra¢nd pumpa,

— plastové vreckd s obsahom najmenej 80 ml,

— zariadenie na uzatvéranie plastovych vreciek,

— renildza s aktivitou: 1: 150 000 soxhletovych jednotiek na gram.

Odber vzoriek

Pozri metddu IV b).
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Metoda

Postup trdvenia

i) Kompletné zlicené vzorky (100 vzoriek sticasne)
Pozri metddu IV ¢) (1) i).

ii) Mensie zli¢ené vzorky smenej ako 100 vzorkami

Pozri metddu IV ¢) (1) ii).

Izoldcia lariev filtrdciou

— Do tréviacej tekutiny sa pridd lad (300 az 400 g ladovych vlociek, supinového ladu alebo
drveného ladu), az kym objem dosiahne 2 litre.

V pripade mensich zlt¢enych vzoriek, sa primerane musi zredukovat mnozstvo ladu.

— Tréviaca tekutina sa potom miesa dovtedy, kym sa lad neroztopi. Schladend tréviaca
tekutina sa potom nechd stit najmenej tri minity, aby sa larvy mohli stocit.

— Gelmanov lievik, spolu s drziakom filtra a filtracnym koti¢om, sa nasadi
na Erlenmeyerovu banku pripojent k filtranej pumpe.

— Trdviaca tekutina sa naleje do Gelmanovho lievika a prefiltruje sa. Ku koncu filtrécie sa
prechodu traviacej tekutiny cez filter moze napomdhat pouzitim odsdvania filtracnou
pumpou. Odsédvanie treba ukoncit pred vysusenim filtra, t. j. ked v lieviku zostane 2 az 5
ml tekutiny.

— Ak je vSetka trdviaca tekutina prefiltrovand, filtracny kotd¢ sa odstrdni a uloZi sa
plastového vrecka s obsahom 80 ml spolu s 15 az 20 ml roztoku renildzy. Roztok renildzy
sa pripravi pridanim 2 g renildzy do 100 vody z vodovodu.

— Plastové vrecko sa dvakrdt uzatvori a umiestni sa do Stomachera medzi vndtorné
a vonkajsie vrecko.

— Stomacher to potom ponechd spracivat tri mindty, napr. kym pracuje na kompletnej
alebo nekompletnej zmiesanej vzorke.

— Po troch mindtach sa plastové vrecko spolu s filtracnym kotdcom a roztokom renildzy
odstrdni zo stomacehra a otvori noznicami. Tekuty obsah sa vyleje do misky na pocitanie
lariev alebo do Petriho misky. Vrecko sa premyje s 5 az 10 ml vody, ktord s potom pridd
do misky na pocitanie lariev na vySetrenie trichinoskopom alebo do Petriho misky
na vySetrenie stereomikroskopom.

— Tréaveniny by sa mali vySetrit, akondhle st pripravené. Za ziadnych okolnosti by sa
vySetrenie nemalo odloZit na nasledujici def.

Pozndmka:

Filtracné kottice by sa nikdy nemali pouZzit, ak nie st tplne ¢isté. Nikdy by sa nemalo povolit,
aby sa necisté kottice vysusali.

Filtra¢né kottice sa mozZu vycistit tak, Ze sa cez noc nechaji v roztoku renildzy. Pred pouzitim
sa musia premyt v ¢erstvom roztoku renildzy s pouzZitim stomachera.

V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku po vysetreni skupinovej vzorky, sa musi
odoberat dalsich 20 g vzorky z kazdej osipanej v stlade s tym, ako je uvedené vyssie v bode
b). Tieto 20-gramové vzorky z piatich o$ipanych sa zlicia a vySetria podla vyssie opisanej
metody. Tymto sposobom sa vySetria vzorky z 20 skupin po piatich osipanych. Ak sa
v zliiCenej vzorke z piatich osipanych zistia trichinely, odoberie sa dalsich 20 g vzoriek
z jednotlivych osipanych v skupine a kazdd sa oddelene vySetri pouzitim vyssie opisanej
met6dy.

VI. METODA MAGNETICKEHO MIESANIA PRI TRAVENI ZLUCENYCH VZORIEK

a)

Pristroje a reagencie

noz a pinzety na rezanie vzoriek,

podnosy, na ktorych je vyznacenych 50 §tvorcov, na kazdy z ktorych je mozné dat priblizne
s 2 g —ové vzorky misa,

mixér Moulinette,

magnetické miesacky, s termostaticky kontrolovanou vyhrievacou platiiou a teflénom
potiahnutymi mieSacimi tyckami s dlzkou 5 cm,
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— kuzelovy deliaci lievik s objemom 2 1,

— stojany, kruhy a drziaky,

— sitkd, velkost otvorov 177 mikrénov, s vonkajsim priemerom 11 cm, z nerezu,
— lieviky s vnitornym priemerom najmenej 12 cm na podporu sitiek,

— kadicka s kapacitou 3 litre,

— odmerné valce s objemom priblizne 50 ml, alebo centrifugacné skamavky,

— a trichinoskop s horizontdlnym stolikom alebo stereomikroskop, s vhodnym svetelnym
zdrojom,

— miska na pocitanie lariev (ak sa pouzije trichinoskop): miska na pocitanie lariev sa vyrobi
z akrylovych dosticiek o hrdbke 3 mm takto:

i) dno nddrzky je 180 x 40 mm, vyznacené do $tvorcov,

ii) bocné steny maji 230 x 20 mm,

iii) koniec ma 40 x 20 mm. Dno a konce musia byt zasunuté do stran, aby tak tvorili misku
s dvomi malymi rickami na obidvoch koncoch. Hornd ¢ast dna musi byt zvysend 7 az
9 mm od zdkladne podstavca vytvoreného stenami a koncami. Jednotlivé ¢asti sa upevnia

pouzitim lepidla vhodného pre tento materidl,

— niekolko Petriho misiek s priemerom 9 cm (ak sa pouzije stereomikroskop) oznacenych na ich
dnéch do stvorcovych vysetrovacich plosok 10 x 10 mm pouzitim $picatého néstroja,

— hlinikova félia,

— 25 % kyselina chlorovodikova,

— pepsin s koncentrdciou: 1: 10 000 NF (Ndrodny formuldr Spojenych 3tétov)
zodpovedajici 1: 12 500 BP ((Britsky liekopis)
zodpovedajici 2 000 FIP (Fédération internationale de pharmacie),

— voda z vodovodu zohriata na 46 az 48 °C,

— niekolko 10 litrovych kontajnerov pouzivanych pri dekontamindcii pristroja, ako je o3etrenie
formalinom, a na zvyskovd traviacu tekutinu v pripade pozitivnych vysledkov,

— vahy s presnostou 0,1 g.

Odber vzoriek

1.V pripade celych tiel sa odoberie priblizne 2 g vzorka z branicného piliera na prechode svalov
do $lachovitej casti. Ak brdni¢né piliere chybaji, odobert sa vzorky rovnakej velkosti
z rebrovej Casti branice alebo zo sterndlnej Casti brnice, zo Zuvacieho svalu, alebo z brusnych
svalov.

2. Pri kusoch misa sa odoberie priblizne 2 g vzorka z kostrového svalstva s obsahom malého
mnozstva tuku, a ak je to mozné, z blizkosti kosti alebo $liach.

Metéda

1. 1) Kompletné zlicené vzorky (100 vzoriek stcasne)

— 100 vzoriek, kazdd priblizne 1 g, odobratych z kazdej z jednotlivych vzoriek, v silade
s bodom b), sa rozsekd v mixéri Moulinette. Rezacka md pritom byt v Cinnosti tri az
Styri razy pocas doby priblizne jednej sekundy.

— Posckané miso sa prenesie do 3 litrovej kadicky a posype sa 10 g pepsinu. Do kadicky
sa naleju 2 litre vody z vodovodu, predhriatej na 46 az 48 °C, spolu so 16 ml kyseliny
chlorovodikovej.

— Rezacia vlozka rezacky Moulinette sa opakovane ponori do trdviacej tekutiny

v kadicke, aby sa akékolvek miso, ktoré je este prilepené, dostalo do trdviacej
tekutiny.

— Do kadicky sa vlozi miesacia tycka a kadicka sa zakryje hlinikovou féliou.
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— Kadicka sa polozi na predhriatu platiiu magnetickej mieSacky a zacne sa proces
miesania. Magnetickd mieSacka sa pred zacatim procesu mieSania nastavi tak, aby
udrziavala stdlu teplotu 44 to 46 °C pocas doby celej ¢innosti. Pocas procesu miesania
musi trdviaca tekutina rotovat pri dostatocnej rychlosti, aby sa vytvoril hlboky vir bez
striekania.

— Tréviaca tekutina sa miesa pocas 30 mindt, po skonceni tejto doby sa miesacka vypne
a trdviaca tekutina sa preleje cez sitko do sedimenta¢ného lievika.

— Tréviaca tekutina sa ponechd v lieviku postdt 30 mindt.

— Po 30 mindtach sa 40 ml vzorky trdviacej tekutiny rychlo vypusti do odmerného
valca alebo centrifugacnej skimavky.

— 40 ml vzorky sa moze nechat postdt 10 minit, po skonceni tejto doby sa odsatim
odoberie 30 ml prebyto¢nej tekutiny (supernatantu), pricom zostane objem 10 ml.

— Zvysnych 10 ml vzorky sedimentu sa preleje do nddrzky na pocitanie lariev alebo do
Petriho misky.

— Potom sa valec alebo odstredovacia hadica opldchne priblizne s 10 ml vody
z vodovodu, ktord sa pridd do vzorky do nddrzky na pocitanie lariev alebo do Petriho
misky. Ndsledne sa vzorka vysetri trichinoskopom alebo stereomikroskopom.

— Travenina by sa mala vysetrit, akondhle je pripravend. Za Ziadnych okolnosti by sa
vySetrenie nemalo odlozZit na nasledujici den.

Ak sa trdveniny nevySetria do 30 mindt od ich pripravy, musia sa nasledovne vy¢irit.
Findlna vzorka asi so 40 ml sa vyleje do odmerného valca a nechd sa postat 10 mindit,
po tomto Case sa odoberie 30 ml supernatantu tak, Ze zostane objem 10 ml. Tento
objem sa doplni do 40 ml vodou z vodovodu. Po dalsich 10 minttach usadzovania
sa odsaje 30 ml supernatantu tekutiny tak, Ze v Petriho miske alebo miske
na pocitanie lariev zostane objem 10 ml na vysetrenie. Odmerny valec by sa premyje
v 10 ml vody z vodovodu a tento vyplach sa pridd do Petriho misky alebo do misky
na pocitanie lariev, a vysetr sa.

Ak sa zisti, Ze usadenina pri vySetreni nie je ¢ira, vzorka sa preleje do odmerného valca
a doplni sa do objemu 40 ml vodou z vodovodu a potom nasleduje vyssie uvedeny
postup.

ii)  Zlicené vzorky s menej ako 100 vzorkami

V pripade potreby sa do celkovej zlicenej vzorky so 100 vzorkami pridd najviac 15
jednogramovych vzoriek, a vysetria sa spolu s touto vzorkou podla ¢) (1) i). Ako
kompletné zmiesané vzorky mozno vySetrit viac ako 15 vzoriek. V pripade zlicenych
vzoriek do 50 vzoriek sa trdviaca tekutina moze redukovat na 1 liter.

2.V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku po vySetreni hromadnej vzorky sa
odoberie dalsich 20 g vzorky z kazdej osipanej v stilade s tym, ako je uvedené vyssie v bode
b). Tieto 20-gramové vzorky z piatich osipanych sa zlicia a vysetria podla vyssie opisanej
metody. Tymto sposobom sa vysetria vzorky z 20 skupin po piatich osipanych. Ak sa
v zlicenej vzorke z piatich osipanych zistia trichinely, odoberie sa dalsich 20 g vzoriek
z jednotlivych osipanych v skupine a kazdd sa oddelene vysetri pouzitim vyssie opisanej
metddy.

B. Priloha II, kapitola I, odsek 1 sa tymto menf a doplna takto:

1.

2.

Text v bode b) sa nahrddza tymto textom:

,b) uzamykatelnti miestnost primerane vybavent na vySetrovanie vzoriek, ktord sa dd zatienit pri vykondvan{
vySetrovania trichinoskopom;*

Bod f) sa vypusta; body g), h), i), j), k), 1), m) a n) budii jednotlivo bodmi f), g), h), i), j), k), 1) a m).
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3.

Text v novom bode g) sa nahrddza tymto textom:

,g) umyvdreil na umyvanie a dezinfekciu vySetrovacieho zariadenia (napr. kontajnerov na vzorky,
kompresorov, nozov a noznic) s:

— vodotesnou, voci hnilobe odolnou, lahko umyvatelnou a dezinfikovatelnou podlahou,
— hladkymi stenami, ktoré st do vysky najmenej 2 metrov opatrené umyvatelnym obkladom alebo
naterom svetlej farby.

Toto ustanovenie sa nemusi uplatiiovat, ak sa pouziji metédy uvedené v bodoch II, 111, IV, V, VI prilohy
[ za predpokladu, Ze laboratérid st vybavené velkym vhodne nainstalovanymi vylevkami.“



