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SMERNICA KOMISIE 2003/126/ES
z 23. decembra 2003

o analytickej met6de na stanovenie zloZiek Zivo

¥

¢iSneho povodu na dradnit kontrolu krmiva

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eurdpskeho spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 70/373/EHS z 20. jula 1970
o zavedeni metéd spolocenstva na odber vzoriek a analyzy
pre tradnti kontrolu krmiv (!), najmi na jej clanok 2,

kedze:

(1)  podla smernice 70/373/EHS sa tradné kontroly krmiv
na ucely kontroly siuladu s poziadavkami zakonov,
nariadeni a administrativnych opatreni, ktoré stanovuja
ich kvalitu a zloZenie, maji uskuto¢iiovat metédami
odberu vzoriek a analyz spoloCenstva;

(2)  ustanovenia na oznaCovanie krmiv a poziadavky zaka-
zujlce pouzivanie urcitych druhov Zivocisnych bielkovin
v krmivach pre urcité kategérie zvierat vyzaduji spola-
hlivé analytické metédy na urcenie ich pritomnosti, a ak
je to vhodné ich percentudlneho zastipenia;

(3)  metdda opisand v smernici Komisie 98/88/ES z 13.
novembra 1998, ktorou sa ustanovuji pravidld pre
mikroskopickd identifikiciu a odhad zloziek Zzivocis-
neho povodu pre tradnd kontrolu krmiv () je v stcas-
nosti jedinou potvrdenou metédou na kontrolu pritom-
nosti Zivo&isnych bielkovin v krmivéich, vritane tychto
bielkovin spracovanych pri 133°C/3 Bar/20;

(4 porovndvacia Stiidia na stanovenie spracovanych Zivocis-
nych bielkovin neddvno preukdzala, 7e odlisné uplat-
fiovanie mikroskopickych testov ustanovenych v smer-
nici 98/88/ES sposobilo vyznamné rozdiely v citlivosti,
Specifickosti a presnosti metody. S cielom zostladenia
a zlepSenia urCovania spracovanych Zzivolisnych biel-
kovin, by sa mali ustanovenia tykajice sa mikrosko-
pickej metddy dalej Specifikovat a zaviest ako povinné.
Je potrebné zabezpecit, aby analytici, ktori vykondvaji
met6du, boli primerane zaskoleni vzhladom na to, Ze jej
vykondvanie zdvisi od ich zru¢nosti;

(5)  je preto potrebné nahradit smernicu 98/88/EHS;

(6)  opatrenia ustanovené v tejto smernici si v sdlade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

() U. v. ES L 170, 3.8.1970, s. 2. Nariadenie naposledy zmenené
a doplnené nariadenim (ES) ¢ 807/2003 (U. v. ES L 122,
16.5.2003, s. 36).

() U. v. ES L 318,27.11.1998, s. 45.

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské $tity zabezpecia, aby sa tiradné analyzy krmiv s cielom
uradnej kontroly pritomnosti, identifikicie afalebo odhadu
mnozstva zloziek Zzivo¢isneho povodu v krmivich v rdmci
koordinovaného in$pekéného programu v oblasti vyzivy
zvierat podla smernice Rady 95/53/ES (}) vykondvali v stlade
s ustanoveniami prilohy tejto smernice.

Cldnok 2

Clenské $tity zabezpecia, aby sa laboratérid, ktoré vykondvaja
uradné kontroly pritomnosti Zivoc¢isnych zloziek v krmivéch,
pravidelne zicastfiovali na odbornom testovani analytickych
met6d a aby pracovnici laboratérii, ktori vykonavajii analyzy,
boli primerane skolen.

Cldnok 3
Rusi sa smernica 98/88/EHS.

Odkazy na zruSenti smernicu budd tvorené ako odkazy na tito
smernicu.

Cldnok 4

1.  Clenské stity uvedt do Gcinnosti zdkony, iné pravne
predpisy alebo sprdvne opatrenia potrebné na dosiahnutie
stladu s touto smernicou najneskor do 1. jila 2004. Nésledne
ozndmia Komisii znenie tychto ustanoveni a korela¢nd tabulku
medzi tymito ustanoveniami a touto smernicou.

Ked clenské stity prijmi tieto opatrenia, uvedd priamo v nich
alebo pri ich dradnom uverejneni odkaz na tito smernicu.
Podrobnosti o odkaze upravia ¢lenské staty.

2. Clenské 3tity ozndmia Komisii znenie hlavnych ustano-
veni vnutro§tatnych pravnych predpisov, ktoré prijmii v oblasti
pokrytej touto smernicou.

() U. v. ES L 265, 8.11.1995, s. 17. Smernica naposledy zmenend
a_doplnend smernicou Eurépskeho parlamentu a Rady 2001/46/ES
(U. v. ES L 234,1.9.2001, s. 55).
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Tdto smernica je adresovand ¢lenskym §tatom.

V Bruseli 23. decembra 2003

Cldnok 5

Této smernica nadobtida Géinnost 20. defi od jej uverejnenia v Uradnom vestniku Eurépskej Unie.

Cldnok 6

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie
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PRILOHA

~7¥.

Podmienky pre mikroskopické zistovanie, identifikiciu alebo odhad zloZiek Zivocisneho povodu v krmivich

4.2

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

() U.

Predmet a oblast pouZivania

Tieto podmienky sa pouzivajd, ak sa bude zistovanie zloziek Zivocisneho povodu (vymedzenych ako vyrobky zo
spracovavanych tiel a Casti tiel cicavcov, hydiny a ryb) v krmivdch uskuto¢novat prostrednictvom mikroskopic-
kého skdmania v rdmci koordinovaného indpekéného programu v oblasti vyzivy zvierat v stlade so smernicou
Rady 95/53/ES. Ak sa metédy v tejto prilohe pouzivaji vo vietkych dradnych testoch, moze sa druhy test
vykonat aj s pouzitim variantnej alebo alternativnej metddy pre lepsie zistenie urcitych druhov Zivocisnych
zloziek alebo pre dalsie $pecifikovanie povodu zivocisnych zloziek. Dalej sa moze pouzit variantny tiradny postup
pri skiimani urcitych $pecifickych Zivocisnych zloziek, ako je plazma alebo kosti v tuku (pozri aj bod 9), za pred-
pokladu, Ze tieto analyzy sa vykonaju ako dopliujice k analyzam predpokladanym v koordinovanom
inspekénom programe.

Citlivost

V zdvislosti od druhu zloziek Zivocisneho povodu je mozné zistit velmi malé mnozstva (< 0,1 %) v krmivéch.

Princip

Na identifikdciu sa pouziva vhodne pripravend reprezentativna vzorka odobratd v stlade s ustanoveniami smer-
nice Komisie 76/371/EHS z 1. marca 1976, ktord stanovuje metédy vzorkovania spolocenstva na dradnd
kontrolu krmiv (). Nasledujici dradny postup je vhodny pre manipuldciu s krmivom s nizkym obsahom
vlhkosti. Krmivo s obsahom vlhkosti vy$sim ako 14 % sa musi pred manipuldciou vysusit (zahustovat). Specidlne
krmivo alebo kimne suroviny (napr. tuky, oleje) vyzaduji osobitnd Gpravu (pozri bod 9). Zlozky Zivocisneho
povodu sa zistujii na zéklade typickych, mikroskopicky identifikovatelnych vlastnosti (napr. svalové vldkna a iné
Casti misa, chrupavky, kosti, rohovina, srst, Stetiny, krv, perie, vaje¢né skrupiny, rybie kosti, rybie Supiny). Zisto-
vanie sa vykondva tak vo frakcii po preosievani (6.1), ako aj v koncentrovanom sedimente (6.2) vzorky.

Cinidl4

Preparacné cinidlo

. Chléralhydrét (vodny roztok, 60 % w|v)
. Lth (NaOH 2,5 % w/v alebo KOH 2,5 % w/v) pre frakcie po preosievani

. Parafinovy olej alebo glycerol (viskozita: 68-81) pre mikroskopické pozorovania v sedimente

Preplachovacie cinidld
Alkohol, 96 %

Acetén

Zahustovacie Cinidlo

. Tetrachléretylén (hustota 1,62)

Vyfarbovacie cinidld

Roztok jodufjodidu draselného (rozpustite 2 g jodidu draselného v 100 ml vody a pridajte 1 g jodu pri ¢astom
pretrepavani)

Alizarinova Cerven (zriedte 2,5 ml 1M kyseliny chlorovodikovej v 100 ml vody a pridajte 200 mg alizarinovej
Cervene do tohto roztoku)

Cystinové ¢inidlo (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml H20)

Roztok joduljodidu draselného (rozpusteny v 70 % etanole)

v. ES L 102, 15.4.1976,s. 1.
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4.5.  Odfarbovacie cinidlo

4.5.1. Obchodny roztok chlérnanu sodného (9,6 % aktivneho chléru)

5. Vybavenie a doplnkové prisluSenstvo

5.1.  Analytické véhy (s presnostou na 0,01 g s vynimkou pre koncentrovany sediment, kde sa vyzaduje presnost na:
0,001 g)

5.2.  Vybavenie na mletie (mlyncek alebo trecia miska, osobitne pre krmivo s obsahom > 15 % tuku pri analyze)

5.3.  Sito so $tvorcovymi okami o 3irke 0k najviac 0,50 mm

5.4.  Separacny lievik alebo kénickd sedimentacnd kadicka

5.5.  Stereomikroskop (o zvi¢eni najmenej 40)

5.6.  Zlozeny mikroskop (o zvic¢Seni najmenej 400’), prechddzajice svetlo alebo polarizované svetlo

5.7.  Standardné laboratérne sklo
Celé vybavenie musi byt dokladne ocistené. Separa¢né lieviky a sklo sa umyji v umyvacke skla. Sitd treba Cistit
kefou a pevnymi Stetinami.

6. Postup
Granulované krmivo mozno preosiat pred analyzou, ak sa obe frakcie analyzujii ako osobitnd vzorka.

Treba upravit najmenej 50 g vzorky (starostlivo pomletej vhodnym zariadenim na mletie (5.2), ak je to potrebné
na dosiahnutie vhodnej struktiiry). Z pomletého materidlu sa odobert dve reprezentativne Casti, jedna pre frakciu
po preosievani (najmenej 5 g) (6.1) a jedna pre koncentrovany sediment (najmenej 5 g) (6.2). Nasledne na lepsiu
identifikdciu moZno pouzivat vyfarbovacie ¢inidld (6.3).

Na zistovanie druhu Zivocisnych bielkovin a povodu castic je mozné pouzit systém podporujici rozhodovanie
ako je Aries a mozu sa dokumentovat referencné vzorky.

6.1.  Identifikdcia zloZiek Zivocisneho povodu vo frakcidch po preosievani
Najmenej 5 g vzorky sa preosieva cez sito (5.3) do dvoch frakcii.

Sitova frakcia (frakcie) s velkymi Casticami (alebo reprezentativna cast frakcie) sa rozprestiera v tenkej vrstve na
vhodnd podlozku a systematicky preskima na pritomnost zloziek zivocisneho povodu pod stereomikroskopom
(5.5) pri roznych zvicseniach.

Podlozné sklicka so sitovou frakciou (frakciami) s jemnymi Casticami sa systematicky preskiimaji na pritomnost
zloziek Zivocisneho povodu pod zloZzenym mikroskopom (5.6) pri roznych zvicseniach.

6.2.  Identifikdcia zloZiek Zivocisneho povodu z koncentrovaného sedimentu

Najmenej 5 g (s presnostou na 0,01 g) vzorky sa prenesie do separacného lievika alebo kénickej sedimentacnej
kadicky a upravi sa najmenej 50 ml tetrachléretylénu (4.3.1). Zmes sa pretrepdva alebo sa opakovane premiesa.

— Ak sa pouziva uzatvoreny separacny lievik, sediment sa nechd pred oddelenim sedimentu dostato¢ni dobu
usadzovat (najmenej tri mindty). Opakovane sa pretrepe a sediment sa nechd znovu usadzovat najmenej tri
mindty. Sediment sa opdt oddeli.

— Ak sa pouziva otvorend kadicka, sediment sa nechd usadzovat najmenej pit mintt pred oddelenim sedimentu.

Celkovy sediment sa vysu$i a ndsledne odvazi (s presnostou na 0,001 g). Vdzenie je potrebné len vtedy, ak sa
vyzaduje odhad mnozZstva. Ak sediment pozostdva z mnozZstva velkych castic, moze sa preosievat cez sito (5.3)
do dvoch frakcil. Suchy sediment sa preskiima na pritomnost kostnych zloziek pod stereomikroskopom (5.5)
a pod zlozenym mikroskopom (5.6).
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6.3.

6.4.

Pouzitie preparacnych cinidiel a vyfarbovacich cinidiel

Mikroskopicku identifikdciu zloziek Zivo¢isneho povodu je mozné podporit pouzitim osobitnych preparaénych
a vyfarbovacich ¢inidiel.

Chloralhydrat (4.1.1): Pri opatrnom zahrievani je mozné zretelnejsie vidiet bunkové
Strukttry, pretoze zrniecka Skrobu Zelatinuji a nepotrebné
bunkové obsahy sa odstrarnujt.

Lah (4.1.2) Bud' hydroxid sodny alebo hydroxid draselny objastiuje materidl
krmiva napomdhanim odhalenia svalovych vldkien, chlpov a inych
keratinovych struktdr.

Parafinovy olej a glycerol (4.1.3): V tomto preparacnom ¢inidle je mozné dobre identifikovat kostné
zlozky, pretoze viacsina dutiniek zostdva vyplnend vzduchom a
javia sa ako cierne dierky o rozmeroch priblizne 5-15 pm.

Roztok jodufjodidu draselného (4.4.1): Pouziva sa na zistovanie S$krobu (modrofialova farba) a bielkovin
(Zltooranzova farba). Roztoky je mozné riedit podla potreby.

Roztok alizarinovej Cervene (4.4.2): Cervené[ruzové sfarbenie kosti, rybich kosti a rybich Supin. Pred
suSenim sedimentu (pozri Cast 6.2) sa celkovy sediment prenesie
do sklenej skiimavky a dvakrdt sa preplichne s priblizne 5 ml
alkoholu (4.2.1) (zakazdym sa premiesa virivym pohybom, nechd
sa usadzovat asi jednu minidtu a rozpustadlo sa vyleje). Pred
pouzitim vyfarbovacicho c¢inidla sa sediment odfarbi pridanim
najmenej 1 ml roztoku chlérnanu sodného (4.5.1). Reakcia sa
nechd pokracovat 10 mintt. Skdmavka sa naplni vodou, sediment
sa nechd usadzovat dve az tri minity a voda a rozptylené Castice
sa vyleji. Sediment sa eSte dvakrdt preplichne s asi 10 ml vody
(premie$a sa virivym pohybom, nechd sa usadif a voda sa
zakazdym vyleje). Pridaju sa dve aZ 10 alebo viac kvapiek (v zdvi-
slosti od mnozstva rezidui) roztoku alizarinovej Cervene. Zmesou
sa zatrepe a reakcia sa prejavi za niekolko sekind. Sfarbeny sedi-
ment sa dvakrat preplichne s priblizne 5 ml alkoholu (4.2.1) a
nasledne jedenkrat preplichne s acetéonom (4.2.2) (zakazdym sa
premiesa virivyim pohybom, rozpuastadlo sa nechd usadzovat asi
jednu mintitu a vyleje sa). Sediment je potom pripraveny na
susenie.

Cystinové ¢inidlo (4.4.3) Opatrnym zahrievanim sa zlozky obsahujtice cystin (chlpy, perie,
atd.) sfarbia do ¢iernohneda.

Skiimanie krmiva, ktoré pravdepodobne obsahuje rybiu miicku

Preskiima sa najmenej jedno podlozné sklicko pripravené z jemnej sitovej frakcie a z jemnej frakcie sedimentu
pod zlozenym mikroskopom (pozri Casti 6.1 a 6.2).

Ak podla oznacenia je medzi zlozkami krmiva rybia mtcka alebo ide o podozrenie pritomnosti rybej micky
alebo sa zistila jej pritomnost pri Gvodnom preskimani, najmenej dve dalsie podlozné sklicka pripravené
z jemnej sitovej frakcie povodnej vzorky a celkovd sedimentacnd frakcia sa preskiimaji.

Vypocet a hodnotenie

Clenské stity zabezpecia, aby sa postupy opisané v tomto bode pouzivali, ak sa uskuto¢iiuje tradnd analyza
zamerand na odhad mnozstva (a nie jednoducho na pritomnost) Zivo¢isnych zloziek.

Vypocet sa moze robit len vtedy, ak zlozky Zivo¢isneho povodu obsahuji kostné fragmenty.

Kostné fragmenty suchozemskych teplokrvnych druhov (napr. cicavcov a vtikov) mozu byt odlisené od roznych
druhov rybej kosti na podloznom sklicku mikroskopu pomocou typickych dutiniek. Podiel zloziek Zivocisneho
povodu v materidle vzorky sa odhaduje s ohladom na:

— odhadovany podiel (hmotnostné %) kostnych fragmentov v koncentrovanom sedimente a

— podiel (hmotnostné %) kosti v zlozkach zivo¢isneho povodu.

Odhad sa zakladd na preskimani najmenej troch (ak je to mozné) podloznych sklicok a najmenej piatich policok
na kazdé sklicko. V. kimnych zmesiach koncentrovany sediment spravidla obsahuje nielen fragmenty kosti sucho-
zemskych zvierat a kosti ryb, ale aj iné Castice o vysokej $pecifickej hmotnosti, napr. mineraly, piesok, fragmenty
zdrevnatenych rastlin a podobne.



03/zv. 41

Uradn}'f vestnik Eurépskej dnie

545

7.1.

7.2

8.1.

8.2.

Odhadovand hodnota kostnych fragmentov v percentdch

% kostnych fragmentov suchozemskych zvierat = (S x ¢)/W
% fragmentov rybich kosti a rybich Supin = (S x d)/W
(S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = korekény faktor (%) odhadovaného mnozZstva kosti suchozemskych zvierat

v sedimente, d = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstva rybich kosti a rybich Supin v sedimente, W =
hmotnost vzorky pre sedimentdciu (mg)).

Odhadovand hodnota zloZiek Zivocisneho povodu

Podiel kosti sa modzZe v Zivocinych produktoch vyznamne odliSovat. (Percentudlne zastipenie kosti, ak ide
o kostnti mticku je v rozpdti od 50 do 60 %, a ak ide o médsovii micku v rozpiti od 20 do 30 %; u rybich
mucok sa mnozstvo kosti a Supin pohybuje v zévislosti od kategérie a povodu rybej micky, bezne v rozpati od
10 do 20 %).

Ak je druh Zivocisnej macky pritomnej vo vzorke zndmy, je mozné odhadndt jej obsah:
Odhadované mnozstvo zloziek zo suchozemskych zivocisnych vyrobkov (%) = (S x ¢)[(W x f) x 100
Odhadované mnozstvo zloziek z rybich vyrobkov (%) = (S x d)[(W x f) x 100
(S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstvd kostnych zloziek zo sucho-
zemskych zvierat v sedimente, d = korekény faktor (%) odhadovaného mnoZstva rybich kosti a fragmentov

Supin v sedimente, f = korekény faktor podielu kosti v zlozke Zivocisneho povodu v skimanej vzorke, W =
hmotnost vzorky pre sedimentdciu (mg)).

Vyjadrenie vysledku skdmania

Spréava musi prinajmenej obsahovat informdciu o pritomnosti zloziek pochddzajicich zo suchozemskych zvierat
a z rybej muacky. Jednotlivé pripady sa vyjadruji nasledovne:

V siwvislosti s pritomnostou zloZiek pochddzajticich zo suchozemskych zvierat:

— V predlozenej vzorke neboli ndjdené zlozky pochddzajice zo suchozemskych zvierat rozoznatelné mikro-
skopom,

alebo:

— V predlozenej vzorke boli ndjdené zlozky pochddzajiice zo suchozemskych zvierat rozoznatelné mikro-
skopom.

V sivislosti s pritomnostou rybej miicky:

— v predloZenej vzorke neboli ndjdené Ziadne zlozky pochddzajice z ryb rozoznatelné mikroskopom
alebo:

— v predloZenej vzorke boli ndjdené zlozky pochddzajiice z ryb rozoznatelné mikroskopom,

Ak boli vo vzorke zistené zlozky pochddzajice z ryb alebo zo suchozemskych zvierat, spréva o vysledku
skiimania, ak sa to pozaduje, moze dalej uvddzat odhad zisteného mnozstva zloziek (x %, < 0,1 %, 0,1 — 0,5 %,
0,5-5 % or > 5 %), dalsiu $pecifikiciu zisteného druhu suchozemského zvierata, ak je to mozné a identifiko-
vané zlozky zivo¢isneho povodu (svalové vldakna, chrupavky, kosti, rohovina, srst, Stetiny, perie, krv, vaje¢né skru-
piny, rybie kosti, rybie Supiny).

Ak sa hodnotilo mnozstvo zloziek Zivo¢isneho povodu, treba uvddzat pouzity korekény faktor f.

Ak sa identifikovali kostné zlozky zo suchozemskych zvierat, sprava musi obsahovat dopliujicu vetu:

,Moznost, Ze uvedené zlozky pochddzaji z cicavcov, nie je mozné vylagit.”

Této doplnujiica veta nie je potrebnd, ak kostné fragmenty zo suchozemskych zvierat boli 3pecifikované ako
kostné fragmenty z hydiny alebo cicavcov.
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9.  Volitelny dradny postup pre analyzu tuku alebo oleja

Pre analyzu tuku alebo oleja sa mozZe pouzivat nasledovny tiradny postup:

— ak je tuk tuhej konzistencie, ohrieva sa napriklad v mikrovlnej rire, kym sa neroztopi.

— pouzitim pipety sa odoberie 40 ml tuku zo spodnej Casti vzorky a prenesie sa do odstredivkovej skiimavky.
— odstreduje sa 10 mindt pri otdckach 4000/min.

— ak je tuk po odstredeni tuhy, ohrieva sa znovu v mikrovlnnej rire, kym sa neroztopi. Opakujte odstredovanie
5 mindt pri otdckach 4000/min.

— pouzitim malej lyZicky alebo $pachtle, polovica usadenych necistot sa prenesie do malej Petriho misky alebo
na podlozné sklicko mikroskopu na mikroskopickii identifikiciu mozného obsahu Zzivocisnych zloziek
(misovych vldkien, peria, kostnych fragmentov). Ako prepara¢né ¢inidlo pre mikroskopiu, sa odportca parafi-
novy olej alebo glycerol.

— zvy$né nedistoty sa pouZzijii na sedimentdciu ako je opisané v bode 6.2.



