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PROVADECI NARIZENI KOMISE (EU) 2022/893
ze dne 7. éervna 2022,

kterym se méni pfiloha VI nafizeni (ES) & 152/2009, pokud jde o metody zkouSeni pro detekci
slozek suchozemskych bezobratlych pro dfedni kontrolu krmiv

(Text s vyznamem pro EHP)

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

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/625 ze dne 15. bfezna 2017 o tfednich kontrolich
a jinych tfednich ¢innostech provddénych s cilem zajistit uplatiiovani potravinového a krmivového prdva a pravidel
tykajicich se zdravi zvitat a dobrych Zivotnich podminek zvifat, zdravi rostlin a pfipravkl na ochranu rostlin, o zméné
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001, (ES) ¢. 396/2005, (ES) ¢. 1069/2009, (ES) ¢. 1107/2009, (EU)
¢ 1151/2012, (EU) & 652/2014, (EU) 2016/429 a (EU) 2016/2031, naiizeni Rady (ES) ¢. 1/2005 a (ES) & 1099/2009
a smérnic Rady 98/58/ES, 1999/74[ES, 2007/43[ES, 2008/119/ES a 2008/120/ES a o zrueni nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 854/2004 a (ES) ¢. 882/2004, smérnic Rady 89/608/EHS, 89/662/EHS, 90/425/EHS,
91/496/EHS, 96/23/ES, 96/93/ES a 97/78[ES a rozhodnuti Rady 92/438/EHS (nafizeni o dfednich kontroldch) ('),
a zejména na ¢l. 34 odst. 6 prvni pododstavec pism. a) uvedeného natizent,

vzhledem k témto ddvodiim:

(1) Nafizeni Komise (ES) ¢. 152/2009 (3 stanovi zkuSebni metody pouZivané na podporu tfednich kontrol s cilem
prosadit zdkaz pouzivani zpracovanych Zivocisnych bilkovin v krmivech pro zvifata urcend k produkci potravin.
Patfi sem metody zkousSeni pro stanoveni slozek Zivocisného ptivodu pro dredni kontrolu krmiv, které jsou
popsany v piiloze VI uvedeného nafizeni a provadény pomoci svételné mikroskopie nebo polymerdzové fetézové
reakce (PCR).

(2)  Pouzivani zpracovanych Zivocisnych bilkovin ziskanych z farmové chovaného hmyzu bylo povoleno v krmivech
pro zivocichy pochazejici z akvakultury nafizenim Komise (EU) 2017/893 (}) a v krmivech pro prasata a driibez
nafizenim Komise (EU) 2021/1372 (%, je vsak stile zakdzdno nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢.999/2001 () v nékterych krmivech, zejména v krmivech pro pfezvykavce.

(3)  Referencni laboratof Evropské unie pro Zivocisné bilkoviny v krmivech vypracovala a validovala zvlastni protokol,
zahrnujici dvojitou sedimentaci, zajiStujici detekci ¢astic ze suchozemskych bezobratlych, veetné hmyzu, jsou-li
pfitomny v krmnych surovindch, krmnych smésich a premixech ptedlozenych k laboratornimu testovani. Uvedeny
protokol s timto dodate¢nym krokem by mél byt pouzit v rdmci dfednich kontrol s cilem ovéfit spravné
prosazovani zdkazu pouzivani zpracovanych Zzivocisnych bilkovin hmyzu v nékterych krmivech pro zvifata urcend
k produkeci potravin.

() Uf. vést.L95,7.4.2017,s. 1.

() Nafizeni Komise (ES) ¢. 152/2009 ze dne 27. ledna 2009, kterym se stanovi metody odbéru vzorki a laboratorniho zkouSeni pro
afedni kontrolu krmiv (Uf. vést. L 54, 26.2.2009, s. 1).

() Nafizeni Komise (EU) 2017/893 ze dne 24. kvétna 2017, kterym se méni piilohy I a IV nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 999/2001 a ptilohy X, XIV a XV nafizeni Komise (EU) ¢. 142/2011, pokud jde o ustanoveni tykajici se zpracovanych Zivocisnych
bilkovin (U¥f. vést. L 138, 25.5.2017, s. 92).

() Nafizeni Komise (EU) 2021/1372 ze dne 17. srpna 2021, kterym se méni pfiloha IV nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 999/2001, pokud jde o zdkaz krmeni nepfezvykavych hospoddfskych zvifat jinych nez koZeSinovych zvifat Zivocisnymi
bilkovinami (Ur. vést. L 295, 18.8.2021, s. 1).

() Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 ze dne 22. kvétna 2001 o stanoveni pravidel pro prevenci, tlumeni
a eradikaci nékterych prenosnych spongiformnich encefalopatif (Uf. vést. L 147, 31.5.2001, s. 1).
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(4)  Popis metody svételné mikroskopie stanovené v pfiloze VI nafizeni (ES) ¢. 152/2009 by proto mél byt upraven tak,
aby protokol pro piipravu vzorkd, které maji byt testovdny na zjidténi slozek suchozemskych bezobratlych,
zahrnoval dvojitou sedimentaci.

(5)  Pfiloha VI nafizeni (ES) ¢. 152/2009 by tudiz méla byt odpovidajicim zptsobem zménéna.
(6)  Opatieni stanovend timto naf{zenim jsou v souladu se stanoviskem Stdlého vyboru pro rostliny, zvifata, potraviny
a krmiva,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

Ptiloha VI nafizeni (ES) ¢. 152/2009 se méni v souladu s pfilohou tohoto nafizeni.
Cldnek 2
Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacitym dnem po vyhldseni v Uednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizent je zdvazné v celém rozsahu a pfimo pouzitelné ve viech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 7. ¢ervna 2022.

Za Komisi
predsedkyné
Ursula VON DER LEYEN
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PRILOHA

Priloha VI natizeni (ES) ¢. 152/2009 se méni takto:

1) bod 1 se nahrazuje timto:

,1. Ucel a rozsah

Identifikace slozek Zivocisného pivodu v krmivech se provadi pomoci svételné mikroskopie nebo polymerdzové
fetézové reakce podle ustanoveni uvedenych v této pfiloze.

Tyto dvé metody umoziiuji zjistit pfitomnost sloZek Zivocisného plvodu v premixech, krmnych surovindch
a krmnych smésich. Neumoziuji viak vypocet mnozstvi takovych slozek v premixech, krmnych surovindch
a krmnych smésich. Obé metody maji mezni hodnotu detekce niz$i nez 0,1 % (hmot.).

Metoda polymerdzové fetézové reakce umoziiuje identifikaci systematické skupiny slozek Zivocisného ptvodu, jez
jsou piftomny v premixech, krmnych surovindch a krmnych smésich.

Tyto metody se pouZiji ke kontrole uplatiiovani zdkazi, jeZ jsou stanoveny v ¢l. 7 odst. 1 a pfiloze IV nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 (¥) a v ¢L. 11 odst. 1 nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢.1069/2009 (%)

V zévislosti na druhu zkouseného krmiva Ize tyto metody pouzit v rdmci jednoho opera¢niho protokoly, a to bud
jednotlivé, ¢i ve vzdjemné kombinaci v souladu se standardnimi opera¢nimi postupy, jez stanovila a na svych
internetovych strankach zvetejnila Referen¢ni laboratot EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP) (***).

(*)  Nafizen{ Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 ze dne 22. kvétna 2001 o stanoven{ pravidel pro
prevenci, tlumeni a eradikaci nékterych pfenosnych spongiformnich encefalopatii (Uf. vést. L 147, 31.5.2001,
s. 1).

(**)  Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 ze dne 21. fijna 2009 o hygienickych pravidlech pro
vedlejsi produkty Zivocisného piivodu a ziskané produkty, které nejsou urceny k lidské spotiebé, a o zruseni
nafizeni (ES) ¢. 1774/2002 (nafizen{ o vedlejsich produktech zivocisného pivodu) (UF. vést. L 300, 14.11.2009,
s. 1).

(**)  https:/[www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/*;

2) bod 2.1 se nahrazuje timto:
2.1 Svételnd mikroskopie

2.1.1. Princip

Slozky zivocisného pavodu, jez mohou byt pfitomny v premixech, krmnych surovindch a krmnych smésich
zaslanych k analyze, jsou identifikoviny na zdkladé charakteristickych, mikroskopicky rozeznatelnych
znakd, jako jsou napf. svalovd vldkna a jiné masité Castice, chrupavky, kosti, rohy, chlupy, $tétiny, fragmenty
kutikul bezobratlych, trachedlni struktury hmyzu, krevni produkty, kapky mléka, krystaly laktozy, pefi,
vajecné skofdpky, rybi kosti a Supiny.

Mikroskopicka vySetfeni se provedou po piipravé vzorkt sedimentaci.
U vzorkd se provede sedimentace takto:

a) pro zjisténi slozek Zivocisného pivodu jinych nez suchozemskych bezobratlych se pouzije jednoduchd
sedimentace s vyuzitim tetrachlorethylenu (TCE), jak je podrobné popsano v bodé 2.1.3.4.3;

b) pro detekei slozek suchozemskych bezobratlych se provede dvojitd sedimentace s vyuzitim petroletheru/
tetrachlorethylenu (PE/TCE), jak je podrobné popsdno v bodé 2.1.3.4.4.

2.1.2. Cinidla a vybaveni
2.1.2.1.  Cinidla

2.1.2.1.1 Koncentra¢ni pi{pravek
— Tetrachlorethylen (hustota 1,62)
— Petrolether (PE) bod varu 40-60 °C (specifickd hustota 0,65)
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2.1.2.1.2 Cinidlo k barven{

— Roztok alizarinové Cervené (2,5 ml 1M kyseliny chlorovodikové se rozpusti ve 100 ml vody a do tohoto
roztoku se pfidd 200 mg alizarinové &ervené).

2.1.2.1.3 Zalévaci ptipravky
— Louh (NaOH 2,5 % hm./obj. nebo KOH 2,5 % hm.|obj.)

— Glycerol (nefedény, viskozita: 1490 cP) nebo zalévaci pfipravek s rovnocennymi vlastnostmi pro
piipravu neustdlenych podloznich mikroskopickych sklicek.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozita: 1 200 cP) nebo pryskyfice s rovnocennymi vlastnostmi pro
pipravu ustdlenych podloznich sklicek.
2.1.2.1.4 Barvici zalévaci piipravky

— Lugoliiv roztok (2 g jodidu draselného se rozpusti ve 100 ml vody a pfidd se 1 g jédu za Castého
protiepavani).

— Cinidlo na cystin (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml vody).

— Fehlingovo ¢inidlo (pfipravuje se tésné pied pouzitim ze dvou stejné velkych ¢asti (1/1) ze dvou roztoka
A a B: roztok A (6,9 g modré skalice se rozpusti ve 100 ml destilované vody); roztok B (34,6 g vinanu
sodnodraselného tetrahydratu a 12 g NaOH se rozpusti ve 100 ml destilované vody).

— Tetramethylbenzidin/peroxid vodiku (1 g 3,35,5 tetramethylbenzidinu se rozpust{ ve 100 ml ledové
kyseliny octové a 150 ml destilované vody. Pfed pouzitim je nutno promichat 4 dily roztoku
tetramethylbenzidinu s 1 dilem 3 % peroxidu vodiku).

2.1.2.1.5 Oplachovaci ¢inidla
— Ethanol > 96 % (technicky)

— Aceton (technicky)

2.1.2.1.6 Bélici ¢inidlo

— Komeréni roztok hypochloritu sodného (9 az 14 % aktivniho chléru)

2.1.2.2  Vybaveni
— Analytické vahy s pfesnosti 0,001 g

— Rozmeéliiovaci zafizeni: niiZ nebo rotorovy mlyn. Jestlize se pouZivd rotorovy mlyn, jsou zakdzdna
mlynskad sita < 0,5 mm.

— Sita se ¢tvercovymi oky v §ifi o rozmérech 0,25 mm a 1 mm. S vyjimkou ptedbézného prosévani vzorku
nesmi pramér sita piekrocit 10 cm, aby se zabranilo ztrdté materidld. Kalibrace sita se nevyzaduje.

— Sklenénd kuzelovitd délici ndlevka o objemu 250 ml s teflonovym nebo sklenénym zabrousenym
kohoutem na spodku kuZele. Prifez kohoutu v oteviené poloze je > 4 mm. Namisto sklenéné kuzelovité
délici nalevky maze byt pouze pro jednoduchou sedimentaci s vyuzitim TCE pouZita usazovaci kddinka
s kénickym dnem, prokazala-li laboratof, Ze hodnoty mezni detekce odpovidaji hodnotdm ziskanym za
pouzitf sklenéné kuzelovité délici nalevky.

250 ml

pramér 4 mm

Délici ndlevka
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— Stereoskopicky mikroskop umoznujici minimélné koneény rozsah zvétseni 6,5% az 40x.

— Kombinovany mikroskop umoznujici minimalné kone¢ny rozsah zvétSeni 100x az 400x v jasném poli
prochdzejiciho svétla. Ddle lze pouZit i polariza¢ni zafizeni, diferencidlni interferencni kontrast.

— Beézné laboratorni sklo.

— Vybaveni pro piipravu podlozniho sklicka: béznd mikroskopickd sklicka, dérovand sklicka, kryci sklicka
(20x20 mm), pinzety, laboratorn{ stérka.

— Laboratorni pec.
— Odstfedivka.

— Filtra¢ni papir: filtr z kvalitni buniciny (o rozméru péri 4-11 pm).
2.13 Odbér a ptiprava vzorkii

2.1.3.1  Odbér vzorkd

Pouziva se reprezentativni vzorek odebrany v souladu s piilohou L.

2.1.3.1.1. Vysouseni vzorkd

Vzorky s obsahem vody > 14 % se pied zpracovanim vysusi podle piilohy III.

2.1.3.1.2. Predbézné prosévani vzorku

Za tlelem shromdzdéni informaci o mozné kontaminaci krmiva z okolniho prostiedi se doporucuje
pfedbézné prosit granulované a jadrové krmivo sitem o velikosti 1 mm, a ndsledné pfipravit, analyzovat
a zvlast vykazovat dvé vzniklé frakee, jez je tfeba povazovat za samostatné vzorky.

2.1.3.2  Predbéznd opatieni
Veskeré vybaveni k vicendsobnému pouziti se pfed pouzitim dikladné vy¢ist, ¢imZ se zabrani kifzové
kontaminaci v laboratofi. Pred ¢isténim se rozebere délici ndlevka na jednotlivé ¢asti. Jednotlivé ¢asti délici
ndlevky a sklenéné vybaveni se pfedem omyvaji ru¢né a ndsledné se vlozi do myciho zafizeni. Sita se Cisti

kartdCem s tuhymi syntetickymi $tétinami. Po prosivani materidlu s obsahem tukd, jako je napf. rybi
moucdka, se na zavér doporucuje odistit sita acetonem a tlakovym vzduchem.

2.1.3.3  Priprava vzorki obsahujicich tuky ¢i oleje
Pro ptipravu vzorka obsahujicich tuky se pouzije tento protokol:
— je-li tuk v pevném stavu, ohfivé se v troubg, dokud nenf kapalny.
— Pomoci pipety se pfenese 40 ml tuku ze spodni ¢asti vzorku do odstfedivkové zkumavky.
— Vzorek se odstieduje po dobu 10 minut pfi 4 000 ot./min.
— Pokud tuk po odstfedovani ztuhl, znovu se ohfeje v troubé, dokud neni kapalny.
— Opakuje se odsttedovan{ po dobu 5 minut pii 4 000 ot./min.

— Pomoci laboratorni 1zicky ¢ tycinky se polovina dekantovanych necistot prenese na mikroskopickd
sklicka za ticelem rozboru. Doporucuje se pouzit glycerol coby zalévaci piipravek.

— Zbylé nedistoty se pouziji pro piipravu sedimentu podle bodu 2.1.3.4.3 prvni odrazky.

Stejny protokol, s vyjimkou prvni a ¢tvrté odrazky, se pouZije pro piipravu vzorkt obsahujicich olej.
2.1.3.4  Priprava jinych vzorkd, nez jsou tuky ¢i oleje

2.1.3.4.1. Dil¢i vzorkovani a mleti: z alespori 50 g vzorku se pfipravi dilé{ vzorky za déelem provedeni analyzy
a ndsledné se rozemelou.



8.6.2022 Utedni véstnik Evropské unie L 155/29

2.1.3.4.2. Ptiprava suroviny: pfipravi se navazka nejméné 5 g rozemletého dil¢tho vzorku. Je tfeba jej prosit sitem
o velikosti 0,25 mm, pfi¢emz budou analyzovany tyto dvé vzniklé frakce.

2.1.3.4.3. Jednoduchd sedimentace s vyuzitim TCE pro zji$téni sloZek Zivocisného ptivodu jinych nez suchozemskych
bezobratlych.

— Extrakce a ptiprava sedimentu:

Do délici nélevky nebo do usazovaci kadinky s kénickym dnem se pfenese navazka 10 g (s pfesnosti na
0,01 g) rozemletého dil¢tho vzorku a pfidd se 50 ml TCE. V ptipadé rybi moucky nebo jinych vyrobka
¢isté zivocisného ptivodu, minerdlnich slozek ¢i premixd, jez vytvafeji vice nez 10 % sedimentu, se
navéazka do délici ndlevky sniZi na 3 g. Smés se dikladné protfepdvd po dobu alesponi 30 s a v priibéhu
oplachovani vnitfntho povrchu délici ndlevky za dcelem odstranéni jakychkoli pfilnutych pevnych
¢astic se opatrné pridavd dalsich 50 ml TCE. Vznikld smés se ponechd ustdt po dobu alespon péti minut,
neZ je otevienim kohoutu oddélen sediment.

Je-li pouzita usazovaci kddinka s kénickym dnem, musi byt smés dikladné promichdvana alespori po
dobu 15 s a veskeré pevné Cistice, jez pFilnou na sténé usazovaci kddinky, je nutné z vnitintho povrchu
opatrné oplachnout alespont 10 ml TCE. Smés se ponechd ustdt alespon po dobu tif minut a ndsledné se
opét promichd po dobu 15 s a veskeré pevné Cstice, jez pfilnou na stény usazovaci kddinky, je nutné
z vnitfniho povrchu opatrné oplachnout alespont 10 ml TCE. Vznikld smés se ponechd ustdt minimalné
po dobu péti minut a ndsledné se pomoci dekantace tekutd frakce opatrné odstrani a vylije, pficemz se
dbd na to, aby nedoslo k vyliti sedimentu.

Sediment se zachyti na filtra¢ni papir umistény do ndlevky, aby bylo mozné oddélit zbyvajici TCE
a zdroven se vyhnout ukldddni tuku do sedimentu. Sediment se vysusi. Pro kontrolu sedimentace se
doporucuje sediment ndsledné zvdzit (s presnosti na 0,001 g). Nakonec se sediment proseje sitem
o velikosti 0,25 mm, pfi¢emz budou analyzovany tyto dvé vzniklé frakce, ledaze by prosévani nebylo
povazovano za nutné.

— Extrakce a p¥iprava flotdtu:

Po izolaci sedimentu podle vyse popsané metody v délici ndlevce ziistanou dvé faze: tekutd, kterou tvof{
TCE, a pevna z vrstvy plovouciho materilu. Pevnou slozkou je flotdt, ktery je nutno odebrat tak, Ze se
z nélevky otevienim vypustniho kohoutu zcela vypusti TCE. Obrdcenim délici nélevky se flotdt premisti
na velkou Petriho misku a vysusi vzduchem v laboratorni digestori. Je téeba jej prosit sitem o velikosti
0,25 mm, pfi¢emz budou analyzovdny tyto dvé vzniklé frakce.

— Pouziti ¢inidel k barveni:

Osoba provadgjici analyzu mutZe pro usnadnéni spravné identifikace slozek Zivoc¢isného pivodu pouZit
pfi pripravé vzorkd ¢inidla k barveni v souladu s pokyny, jez stanovila a na svych internetovych
strankdch zvefejnila Referencni laboratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Je-li k obarveni sedimentu pouzit roztok alizarinové ¢ervené, pouzije se tento protokol:

— Vysuseny sediment se pfemisti do sklenéné zkumavky a dvakrat vyplachne asi 5 ml ethanolu (vzdy se
pouzije po dobu 30 s ponorny mixér, rozpoustédlo se nechd usadit po dobu 1 min. 30 s a odlije se).

— Sediment se vybéli pfidinim nejméné 1 ml roztoku hypochloritu sodného. Umozni se priibéh reakce
po dobu 10 minut. Zkumavka se naplni vodou, sediment se nechd po dobu dvou az tif minut usadit
a voda se suspendovanymi ¢asticemi se opatrné odlije.

— Sediment se dvakrat prelije 10 ml destilované vody (vzdy se pouzije po dobu 30 s ponorny mixér,
smés se nechd pokazdé usadit a odlije se destilovand voda).

— Piidd se 2 az 10 kapek roztoku alizarinové Cervené a smés se za pouziti ponorného mixéru
rozmixuje. Reakce se ponechd probihat po dobu 30 s a obarveny sediment se dvakrat vypldchne asi
5 ml ethanolu a ndsledné jedenkrdt acetonem (vidy se pouzije po dobu 30 s ponorny mixér,
rozpoustédlo se nechd usadit po dobu 1 min. a odlije se).

— Obarveny sediment se vysusi.
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2.1.3.4.4. Dvoji sedimentace s vyuzitim PE/TCE pro zjisténi slozek Zivoc¢isného ptivodu suchozemskych bezobratlych.

Vsechny kroky se provedou ve sklenéné kuzelovité délici nélevce o objemu 250 ml, jak je popsdno v bodé
2.1.2.2 ¢tvrté odrazce.

— Do délici ndlevky se pfenese navazka 10 g (s pfesnosti na 0,01 g) rozemletého dil¢tho vzorku a podrobi
se nejprve jednoduché sedimentaci s vyuzitim TCE, jak je popsdno v bodé 2.1.3.4.3, véetné izolace
sedimentu na filtraénim papiru umisténém v ndlevce. Tento sediment lze pouZit jako sediment ziskany
podle bodu 2.1.3.4.3.

— Maly objem TCE vypustény spolu se sedimentem se pfevede do odmérného valce. Otevienim kohoutu
délici ndlevky se musi odmérny vélec dale naplnit az do objemu 30 ml TCE. Jakmile je tohoto objemu
dosaZeno, kohout se uzavie.

— Tento ziskany objem TCE se doplni pfidinim 30 ml petroletheru s bodem varu 40-60 °C do délici
nalevky. Obsah délici ndlevky se dikladné promichd, aby se ziskala smés 30 % PE[70 % TCE (o hustoté
piiblizné 1,26 g.cm™). Materidl se nechd usazovat po dobu 10 minut. Oddéli se dvé nové frakce: druhy
sediment a konecny flotdt (< 1,26 g.cm?). Druhy sediment se odebere na Petriho misku (nebo filtra¢ni
papir umistény v ndlevce) otevienim kohoutu, dokud v délici nélevce nezistane pouze malé mnoZstvi
smési rozpoustédla a konecny flotat. Zbyvajici kapalina a konec¢ny flotat se zachyti oddélené na filtra¢ni
papir umistény v ndlevce. Sténa délici nélevky se opldchne pomoci PE, aby se sebral veskery materidl
z konecného flotdtu. Kone¢ny flotdt se nechd vysusit. Kone¢ny flotdt se proseje sitem o velikosti
0,25 mm, pficemz pro zjisténi slozek Zzivoc¢isného piavodu suchozemskych bezobratlych budou
analyzovany tyto dvé vzniklé frakce, ledaze by prosévani nebylo povazovano za nutné.

2.1.4. Mikroskopické zkoumdni

2.1.41  Priprava podloznich mikroskopickych sklicek

Podlozni mikroskopicka sklicka se piipravi ze sedimentu a dle tivahy osoby provadéjici analyzu rovnéz bud
z flotdtu, nebo suroviny. Je-li to vhodné, pfipravi se pouze pro zji§téni slozek Zivocisného pivodu
suchozemskych bezobratlych mikroskopickd podlozni sklicka z kone¢ného flotitu ziskaného podle popisu
v bodé 2.1.3.4.4. Ptipravi se dvé vzniklé frakce (jemnd a hrubd). Navazky frakci nanesené na podlozni
mikroskopicka sklicka by mély byt reprezentativni pro celou frakei.

Za tlelem provedeni tplného zkuSebniho protokolu stanoveného v bodé 2.1.4.2 je tieba pfipravit
dostate¢ny pocet podloznich sklicek.

Mikroskopickd podlozni sklicka se zaliji pfiméfenym zalévacim piipravkem v souladu se standardnim
opera¢nim postupem, jejz stanovila a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referen¢ni laboratof EU
pro zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP). Podlozni sklicka se zakryji krycimi sklicky.

2.1.42  Vyvojovy diagram pozorovani za Ulelem zjisfovani Zivoli$nych castic v krmnych smésich, krmnych
surovindch a premixech
Pripravend mikroskopicka podlozni sklicka se pozoruji v souladu s vyvojovymi diagramy pozorovéni, jez
jsou stanoveny v diagramech ¢. 1 a 2.

Mikroskopickd pozorovani se provadi pomoci kombinovaného mikroskopu, pficemZ je pozorovin
sediment a dle tvahy osoby provadéjici analyzu rovnéz bud flotdt, nebo surovina. Pro zjisténi slozek
zivocisného plivodu suchozemskych bezobratlych se kromé toho provedou rovnéZz pozorovani konecného
flotatu ziskaného podle popisu v bodé 2.1.3.4.4 v souladu s diagramem 3. Pro hrubsi frakce lze kromé
kombinovaného mikroskopu pouZit i stereoskopicky mikroskop. Celd plocha mikroskopického podlozniho
sklicka se prozkoumd pii rizném zvétseni. Presné vysvétleni, jak pouZivat vyvojové diagramy, podrobné
popisuje standardni opera¢ni postup, jejZ stanovila a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referen¢ni
laboratot EU pro Zivo¢isné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Minimélni pocet mikroskopickych podloznich skli¢ek, jeZ maji byt zkoumdna, je tieba disledné dodrzet
u kazdého z krokii vyvojovych diagramt pozorovani s vyjimkou piipadi, kdy cely materidl frakce
neumoziuje dosazeni stanoveného poctu podloznich skli¢ek, napiiklad pokud nenf ziskdn zZadny sediment.
Pro zdznam poctu ¢astic se provadi pozorovani na jednotlivé stanoveni s nejvyse 6 podloznimi sklicky.
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Jsou-li na flotitu nebo na suroviné pfipravovana dalsi mikroskopickd podlozni sklicka pomoci
specifictéjsiho barvictho zalévactho pfipravku popsaného v bodé 2.1.2.1.4 pro dalsf charakterizaci struktur
(napf. pefi, chlupl, svalovych nebo krevnich dastic), které byly zjistény na podloznich sklickich
pfipravenych jinymi zalévacimi ptipravky, jak je popsdno v bodé 2.1.2.1.3, pocet &istic se vypocitd na
zakladé poctu podloznich sklicek na jednotlivé stanoveni s nejvySe 6 podloznimi sklicky, véetné dalSich
podloznich sklicek se specifictéjsim zalévacim piipravkem. Dal$i mikroskopickd podlozni sklicka
piipravend z kone¢ného flotitu ziskaného podle popisu v bodé 2.1.3.4.4 pro zjisténi slozek Zivocisného
ptvodu suchozemskych bezobratlych se neberou v tvahu pro identifikaci jiné povahy (suchozemskych
obratlovcti a ryb).

Osoba provadgjici pozorovani mtiZe za Gcelem usnadnéni identifikace povahy a pivodu &astic vyuzit
podptirnych ndstroj, jako jsou napt. podpirné systémy pro rozhodovani, knihovny snimka a referenéni
vzorky.

Diagram 1

Vyvojovy diagram pozorovini po jednoduché sedimentaci s vyuZzitim TCE za ii¢elem zjiStovani Zivo&isnych
Castic jinych nez ze suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovinich a premixech pro
prvni stanoveni

3 sklicka ze sedimentu < 0,25 mm
+
1 sklicko z flotatu ¢i suroviny < 0,25 mm vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.2 pro danou povahu

ANO

jisténo > 5 Zivogisnych
Gastic kazdé povahy@?2

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

Pocet ¢astic
kazdé povahy(@?

1 sklicko
ze
sedimentu > 0,25 mm

otvrzuji Zivocisné Castice
deklarovany obsah?

jisténo > 5 Zivogisnych
Gastic kazdé povahy@?2

1 sklicko
z
flotatu ¢i suroviny > 0,25 mm

t5teny Zivocisns
Castice dané
povahy(@?

vzorek deklarovany
podle bodu 2.1.5.1
pro danou povahu

(,D1“ a ,D2" odkazuji na prvni a druhé stanoveni; @: suchozemsti obratlovci, ryby)
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Diagram 2

Vyvojovy diagram pozorovini po jednoduché sedimentaci s vyuZitim TCE za ii¢elem zjiStovani Zivo&isnych
Castic jinych nez ze suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovinich a premixech pro
druhé stanoveni

3 sklicka ze sedimentu < 0,25 mm
+
skli¢ko z flotatu nebo suroviny < 0,25 mn

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.2 pro danou povahu

ANO

jisténo > 5 Zivocisnych
Gastic kazdé povahy@?2

1 sklicko
ze
sedimentu > 0,25 mm

Celkovy pocet ¢astic
stejné povahy@ z D1+D2?

jisténo > 5 Zivocisnych
Gastic kazdé povahy@?2.

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

1 sklicko
z flotatu
nebo suroviny > 0,25 mm

(,D1“ a ,D2 odkazuji na prvni a druhé stanoveni; @: suchozeméti obratlovci, ryby)
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Diagram 3

Vyvojovy diagram pozoroviani po dvoji sedimentaci s vyuzZitim PE/TCE za ti¢elem zjistovéni sloZek Zivocisného
ptivodu suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovindch a premixech

2.1.4.3.

D2

3 sklicka 3 sklicka

z z
koneéného flotatu < 0,25 mm koneé&ného flotatu < 0,25 mm

ANO

Zjisténo > 5 Gastic

Zjisténo > 5 &astic
kozemskych bezobratly y

1 sklicko 1 sklicko
Pocet ¢astic
0zemskych bezobratly

z z
koneé&ného flotatu > 0,25 mm koneé&ného flotatu > 0,25 mm

Zjistény castice

vzorek deklarovany
podie bodu
2.1.5.2 pro danou povahu

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

Celkovy pocet ¢astic
azemskych bezobratlych z D

vzorek deklarovany
podle bodu

2.1.5.1 pro danou povahu vzorek deklarovany

podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

(,D1“ a ,D2" odkazuji na prvni a druhé stanoveni)

Pocet stanoveni

Stanoveni se provadgji na riiznych dil¢ich vzorcich o hmotnosti 50 g.

Nejsou-li po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu s vyvojovym diagramem pozorovani
uvedenym v diagramu 1 nebo piipadné 3, zjistény zddné Zivocisné Castice, neni dalsi stanoveni nutné
a vysledky analyzy se nahlasuji s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.1.

Je-li po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu s vyvojovym diagramem pozorovani uvedenym
v diagramu 1, zjisténa jedna nebo vice Zivo¢isnych ¢astic dané povahy (t. ze suchozemskych obratlovea ¢i
ryb) a povaha zjisténych ¢dstic potvrdi deklarovany obsah vzorku, neni nutné druhé stanoveni. Je-li pocet
zivocisnych &astic dané povahy zjistény béhem tohoto prvniho stanoveni vyssi nez 5, podd se o vysledku
analyzy zprdva podle Zivocisné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.3. Jinak se
o vysledku analyzy poddvd zprava podle zivocisné povahy s vyuZzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.2.

Je-li po prvnim stanoveni provedeném v souladu s vyvojovym diagramem pozorovani stanovenym
v diagramu 3 zjisténo vice nez 5 ¢astic suchozemskych bezobratlych, neni nutné druhé stanoveni
a o vysledku analyzy se podad zprava podle Zivodisné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé
2.1.5.3.

Ve viech ostatnich pfipadech, veetné ptipadii, kdy nebylo laboratofi poskytnuto prohldSeni o obsahu, se
provede druhé stanoveni s novou navdzkou dil¢tho vzorku. Je-li po druhém stanoveni provedeném
v souladu s vyvojovym diagramem pozorovani stanovenym v diagramu 2 nebo pipadné 3 celkovy pocet
zivocisnych cdstic dané povahy zjistény béhem dvou stanoveni vyssi nez 10, podd se o vysledku analyzy
zprava podle Zivocisné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.3. Jinak se o vysledku
analyzy podéava zprdva podle Zivocisné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bod¢ 2.1.5.2.

L 155/33
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2.1.5. Vyjddieni vysledkii

PFi nahlasovani vysledkil uvede laborator druh materidlu, na kterém byla analyza provedena (sediment,
flotat, konecny flotat, surovina). Pfi nahlasovani musi byt jasné uveden pocet stanovent, jeZ byla vykondna,
a zda nebylo pfed piipravou podlozniho sklicka provedeno prosévani frakci v souladu s bodem 2.1.3.4.3
prvni odrdzkou tietim pododstavcem nebo bodem 2.1.3.4.4 tieti odrazkou.

Laboratorni zprdva musi obsahovat pfinejmensim informace o p¥tomnosti slozek ze suchozemskych
obratlovcti a z ryb.

Rizné nélezy se nahlasuji ndsledovné:

2.1.5.1.  Nebyla zjisténa zadnd &astice Zivocisného ptivodu dané povahy:

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem nebyla v predlozeném vzorku zjisténa
7adnd ¢astice ze suchozemskych obratloved.”

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem nebyla v predlozeném vzorku zjisténa
7adnd castice z ryb.”

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem nebyla v predlozeném vzorku zjisténa
z4dnd &astice ze suchozemskych bezobratlych.

2.1.5.2.  Bylo zji$téno 1 az 5 zivoci§nych &astic dané povahy v piipadé, Ze bylo provedeno pouze jedno stanovent,
nebo 1 az 10 ¢astic dané povahy v piipadé dvou stanoveni (pocet zji§ténych Cdstic se nachdzi pod mezni
hodnotou detekce stanovenou ve standardnich operacnich postupech, jez stanovila a na svych
internetovych strankdch zvetejnila EURL-AP):

Pokud bylo provedeno pouze jedno stanoven:

— ,Na zakladé mikroskopického zkoumani svételnym mikroskopem nebylo v pfedlozeném vzorku zjisténo
vice nez 5 Cdstic ze suchozemskych obratlovct. V ptipadé zjisténych cdstic se jednalo o ... [kost,
chrupavku, svalové vlakno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné upfesnéte)]. Tato nizkd mira pfitomnosti ¢astic
se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou metodu.

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem nebylo v piedlozeném vzorku zjisténo
vice nez 5 Castic z ryb. V piipadé zjisténych ¢astic se jednalo o ... [rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové
vlakno, otolit, zdbry, jiné (pfipadné upfesnéte)]. Tato nizkd mira piitomnosti ¢astic se nachdzi pod mezni
hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou metodu.”

Pokud byla provedena dvé stanoven:

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem nebylo v predlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zji§téno vice nez 10 &stic ze suchozemskych obratlovetl. V piipadé zjisténych ¢astic se
jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vldkno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné uptesnéte)]. Tato nizkd mira
pitomnosti ¢astic se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou metodu.

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem nebylo v pfedlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zji§téno vice nez 10 ¢astic z ryb. V pfipadé zjisténych ¢dstic se jednalo o ... [rybi kosti,
Supiny, chrupavku, svalové vldkno, otolit, Zabry, jiné (ptipadné upfesnéte)]. Tato nizkd mira pfitomnosti
Castic se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou metodu.

— ,Na zakladé mikroskopického zkoumani svételnym mikroskopem nebylo v ptedlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zji§téno vice nez 10 ¢astic ze suchozemskych bezobratlych. V piipadé zjisténych castic se
jednalo o ... [fragmenty kutikul, dstni Ustroji, svalovd vldkna, trachedlni struktury, jiné (pfipadné
upfesnéte)]. Tato nizkd mira pFtomnosti ¢astic se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pro tuto
mikroskopickou metodu.”

Navic:
— Bylo-li pouzito pfedbéiné prosivini vzorku, uvadi se v laboratorni zpravé frakce (prosetd frakce,

granulova frakce ¢ jadrové krmivo), v niZ byly zjistény Zivocisné Castice, nebot zjisténi Zivocisnych
Castic pouze u prosévané frakce mize byt ukazatelem kontaminace z okolniho prostiedi.
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— Pokud jsou zjitény pouze Zivocisné Castice, které nelze zafadit mezi suchozemské obratlovce nebo ryby
(napt. svalové vldkna), uvede se ve zprdvé, Ze byly zjistény pouze takové Zivocisné ¢dstice a Ze nelze
vyloucit, Ze pochdzeji ze suchozemskych obratlovct.

2.1.5.3.  Bylo zji$téno vice nez 5 Zivoci§nych ¢astic dané povahy v piipadg, ze bylo provedeno pouze jedno stanoveni,
nebo vice nez 10 ¢dstic dané povahy v piipadé dvou stanovent:

Pokud bylo provedeno pouze jedno stanoveni:

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikroskopem bylo v ptedlozeném vzorku zjisténo
vice nez 5 Cdstic ze suchozemskych obratlovct. V ptipadé zjisténych cdstic se jednalo o ... [kost,
chrupavku, svalové vldkno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné upfesnéte)].”

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumadni svételnym mikroskopem bylo v pfedlozeném vzorku zjisténo
vice nez 5 &astic z ryb. V piipadé€ zjisténych ¢astic se jednalo o ... [rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové
vlakno, otolit, zabry, jiné (pFipadné uptesnéte)].”

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikroskopem bylo v ptedlozeném vzorku zjisténo
vice nez 5 ¢astic ze suchozemskych bezobratlych. V pfipadé zjisténych castic se jednalo o ... [fragmenty
kutikul, dstni Gstroji, svalova vlakna, trachedlni struktury, jiné (pfipadné upfesnéte)].”

Pokud byla provedena dvé stanoveni:

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem bylo v predlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zjisténo vice nez 10 &stic ze suchozemskych obratlovct. V pfipadé zjisténych ¢dstic se
jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vlakno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné uptesnéte)].“

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem bylo v pfedlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zji§téno vice nez 10 ¢astic z ryb. V piipadé zjisténych ¢dstic se jednalo o ... [rybi kosti,
Supiny, chrupavku, svalové vldkno, otolit, Zdbry, jiné (pfipadné upfesnéte)].“

— ,Na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem bylo v pfedlozeném vzorku béhem
dvou stanoveni zjisténo vice nez 10 &stic ze suchozemskych bezobratlych. V piipadé zjisténych &dstic
se jednalo o ... [fragmenty kutikul, dstni dstroji, svalovd vldkna, trachedlni struktury, jiné (pfipadné
upfesnéte)].

Navic:

— Bylo-li pouzito pfedbéiné prosivani vzorku, uvadi se v laboratorni zpravé frakce (prosetd frakee,
granulovd frakce ¢i jadrové krmivo), v niz byly zji§tény Zivocisné &astice, nebot zjisténi Zivocisnych
¢astic pouze u prosévané frakce muiize byt ukazatelem kontaminace z okolniho prostiedi.

— Pokud byly zjistény pouze zivocisné ¢astice, které nelze zafadit mezi suchozemské obratlovce nebo ryby
(napt. svalové vldkna), uvede se ve zpravé, Ze byly zjistény pouze takové Zivocisné Cdstice a Ze nelze
vylouit, Ze pochdzeji ze suchozemskych obratloved.”
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