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PROVEDBENA UREDBA KOMISIJE (EU) 2022/893
od 7. lipnja 2022.

o izmjeni Priloga VI Uredbi (EZ) br. 152/2009 u pogledu metoda za odredivanje sastojaka
Zivotinjskog podrijetla za sluZbenu kontrolu hrane za Zivotinje

(Tekst znacajan za EGP)

EUROPSKA KOMISIJA,
uzimajudi u obzir Ugovor o funkcioniranju Europske unije,

uzimajudi u obzir Uredbu (EU) 2017/625 Europskog parlamenta i Vijea od 15. ozujka 2017. o sluzbenim kontrolama i
drugim sluzbenim aktivnostima kojima se osigurava primjena propisa o hrani i hrani za Zivotinje, pravila o zdravlju i
dobrobiti Zivotinja, zdravlju bilja i sredstvima za zastitu bilja, o izmjeni uredaba (EZ) br. 999/2001, (EZ) br. 396/2005, (EZ)
br. 10692009, (EZ) br. 1107/2009, (EU) br. 1151/2012, (EU) br. 652/2014, (EU) 2016/429 i (EU) 2016/2031 Europskog
parlamenta i Vijeca, uredaba Vijeca (EZ) br. 1/2005 i (EZ) br. 1099/2009 i direktiva Vijeca 98/58/EZ, 1999/74/EZ,
2007/43[EZ, 2008/119/EZ i 2008/120[EZ te o stavljanju izvan snage uredaba (EZ) br. 854/2004 i (EZ) br. 882/2004
Europskog parlamenta i Vijeca, direktiva Vije¢a 89/608/EEZ, 89/662[EEZ, 90/425/EEZ, 91/496EEZ, 96/23[EZ, 96/93[EZ
i 97/78[EZ te Odluke Vijeca 92/438EEZ (Uredba o sluzbenim kontrolama) ('), a posebno njezin ¢lanak 34. stavak 6. prvi
podstavak tocku (a),

bududi da:

(1) Uredbom Komisije (EZ) br. 152/2009 (?) utvrdene su metode testiranja koje se primjenjuju kao potpora sluzbenim
kontrolama u cilju provedbe zabrane uporabe preradenih Zivotinjskih bjelan¢evina u hrani za Zivotinje koje se
koriste za proizvodnju hrane. To uklju¢uje analiticke metode za odredivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla u
okviru sluzbene kontrole hrane za Zivotinje, koje su opisane u Prilogu VI. toj uredbi i koje se provode svjetlosnom
mikroskopijom ili lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR).

(2)  Upotreba preradenih Zivotinjskih bjelancevina dobivenih od kukaca iz uzgoja odobrena je u hrani za Zivotinje
akvakulture Uredbom Komisije (EU) 2017/893 (), a u hrani za svinje i perad Uredbom Komisije
(EU) 2021/1372 (¥, ali je i dalje zabranjena na temelju Uredbe (EZ) br. 999/2001 Europskog parlamenta i Vije¢a ()
u odredenoj hrani za Zivotinje, posebno u hrani za prezivace.

(3)  Referentni laboratorij Europske unije za Zivotinjske bjelancevine u hrani za Zivotinje razvio je i validirao poseban
protokol, koji obuhvaca postupak dvostruke sedimentacije, kojim se osigurava detekcija Cestica iz kopnenih
beskraljesnjaka, uklju¢ujuéi kukce, ako su prisutne u krmivima, krmnim smjesama i premiksima podvrgnutima
laboratorijskom ispitivanju. Taj bi se protokol, s dodanim korakom, trebao upotrebljavati u okviru sluzbenih
kontrola radi provjere ispravne provedbe zabrane uporabe preradenih Zivotinjskih bjelan¢evina od kukaca u hrani
za zivotinje koje se koriste za proizvodnju hrane.

() SLL95,7.42017., str. 1.

() Uredba Komisije (EZ) br. 152/2009 od 27. sije¢nja 2009. o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu hrane za
zivotinje (SL L 54, 26.2.2009., str. 1.).

() Uredba Komisije (EU) 2017/893 od 24. svibnja 2017. o izmjeni priloga L i IV. Uredbi (EZ) br. 999/2001 Europskog parlamenta i Vijeca
te priloga X., XIV. i XV. Uredbi Komisije (EU) br. 142/2011 u pogledu odredaba o preradenim Zivotinjskim bjelancevinama (SL L 138,
25.5.2017., str. 92.).

() Uredbe Komisije (EU) 2021/1372 od 17. kolovoza 2021. o izmjeni Priloga IV. Uredbi (EZ) br. 999/2001 Europskog parlamenta i
Vije¢a u pogledu zabrane hranidbe neprezivaca iz uzgoja, osim krznasa, bjelancevinama dobivenima od Zivotinja (SL L 295,
18.8.2021,, str. 1.).

() Uredba (EZ) br. 999/2001 Europskog parlamenta i Vije¢a od 22. svibnja 2001. o utvrdivanju pravila za sprecavanje, kontrolu i
iskorjenjivanje odredenih transmisivnih spongiformnih encefalopatija (SL L 147, 31.5.2001., str. 1.).
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(4)  Opis metode svjetlosne mikroskopije iz Priloga VI. Uredbi (EZ) br. 152/2009 trebalo bi stoga prilagoditi kako bi se u
protokol za pripremu uzoraka koje treba ispitati radi detekcije sastojaka kopnenih beskraljesnjaka ukljucio postupak
dvostruke sedimentacije.

(5)  Prilog VI Uredbi (EZ) br. 152/2009 trebalo bi stoga na odgovarajuéi nacin izmijeniti.

(6)  Mjere predvidene u ovoj Uredbi u skladu su s misljenjem Stalnog odbora za bilje, Zivotinje, hranu i hranu za
Zivotinje,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

Prilog VI. Uredbi (EZ) br. 152/2009 mijenja se u skladu s Prilogom ovoj Uredbi.
Clanak 2.
Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u Sluzbenom listu Europske unije.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 7. lipnja 2022.

Za Komisiju
Predsjednica
Ursula VON DER LEYEN
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PRILOG

Prilog VI. Uredbi (EZ) br. 152/2009 mijenja se kako slijedi:

(1) tocka 1. zamjenjuje se sljededim:

»1. SVRHA I OPSEG

Odredivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla u hrani za Zivotinje provodi se svjetlosnom mikroskopijom ili
lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) u skladu s odredbama iz ovog Priloga.

Ove dvije metode omogucuju detekciju prisutnosti sastojaka Zivotinjskog podrijetla u premiksima, krmivima i
krmnim smjesama. Medutim, one ne omogucavaju izracun koli¢ine takvih sastojaka u premiksima, krmivima i
krmnim smjesama. Obje metode imaju granicu detekcije ispod 0,1 % (m/m).

PCR metoda omogucuje odredivanje taksonomske skupine sastojaka Zivotinjskog podrijetla prisutnih u
premiksima, krmivima i krmnim smjesama.

Te metode primjenjuju se pri kontroli provedbe zabrana iz ¢lanka 7. stavka 1. Uredbe (EZ) br. 999/2001 Europskog
parlamenta i Vijeca (*), i Priloga IV. toj uredbi te iz ¢lanka 11. stavka 1. Uredbe (EZ) br. 1069/2009 Europskog
parlamenta i VijeCa (**).

Ovisno o vrsti hrane za Zivotinje koja se ispituje, te metode mogu se koristiti u okviru jednog jedinstvenog
operativnog protokola bilo samostalno ili zajedno u skladu sa standardiziranim operativnim postupcima (SOP)
koje je uspostavio referentni laboratorij EU-a za Zivotinjske bjelancevine u hrani za Zivotinje (EURL-AP) i objavio
na svojim internetskim stranicama (***).

(*)  Uredba (EZ) br. 999/2001 Europskog parlamenta i VijeCa od 22. svibnja 2001. o utvrdivanju pravila za
sprecavanje, kontrolu i iskorjenjivanje odredenih transmisivnih spongiformnih encefalopatija (SL L 147,
31.5.2001., str. 1.).

(**)  Uredba (EZ) br. 1069/2009 Europskog parlamenta i Vijeca od 21. listopada 2009. o utvrdivanju zdravstvenih
pravila za nusproizvode Zivotinjskog podrijetla i od njih dobivene proizvode koji nisu namijenjeni prehrani ljudi
te o stavljanju izvan snage Uredbe (EZ) br. 1774/2002 (Uredba o nusproizvodima Zivotinjskog podrijetla) (SL
L 300, 14.11.2009., str. 1.).

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

(2) tocka 2.1. zamjenjuje se sljede¢im:
2.1, Svjetlosna mikroskopija

2.1.1. Nacelo
Sastojci Zivotinjskog podrijetla koji mogu biti prisutni u premiksima, krmivima i krmnim smjesama
poslanima na analizu identificiraju se na temelju tipi¢nih i mikroskopski prepoznatljivih karakteristika kao
§to su miSiéna vlakna i ostale Cestice mesa, hrskavica, kosti, rogovi, dlaka, ¢ekinje, kutikularni fragmenti
beskraljesnjaka, trahealne strukture kukaca, krv, kapljice mlijeka, kristali laktoze, perje, ljuske jaja, riblje
kosti i krljust.

Mikroskopska ispitivanja provode se nakon pripreme uzoraka sedimentacijom.
Uzorci se podvrgavaju postupku sedimentacije na sljede¢i nacin:

(a) za detekciju sastojaka Zivotinjskog podrijetla osim od kopnenih beskraljesnjaka, postupak jednostruke
sedimentacije tetrakloretilenom (TCE) kako je navedeno u tocki 2.1.3.4.3;

(b) za detekciju sastojaka kopnenih beskraljesnjaka, postupak dvostruke sedimentacije petroleterom|
tetrakloretilenom (PE/TCE), kako je opisano u tocki 2.1.3.4.4.

2.1.2. Reagensi i oprema
2.1.2.1.  Reagensi

2.1.2.1.1. Sredstvo za koncentriranje
— Tetrakloretilen (specifi¢na tezina 1,62).

— Vreliste pertoletera (PE) 40-60 °C (specifi¢na tezina 0,65).
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2.1.2.1.2. Reagens za bojenje
— Alizarin crvenilo (otopi se 2,5 ml 1M kloridne kiseline u 100 ml vode i toj se otopini doda 200 mg
alizarin crvenila).
2.1.2.1.3. Sredstva za pripremu preparata
— Luzina (NaOH 2,5 % w/v ili KOH 2,5 % w|v)

— Glicerol (nerazrijeden, viskoznost: 1490 cP) ili sredstvo za pripremu preparata s ekvivalentnim
svojstvima za pripremu privremenih preparata

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskoznost: 1200 cP) ili smola s istovjetnim svojstvima za pripremu
trajnih preparata.
2.1.2.1.4. Sredstva za pripremu preparata s osobinama bojenja

— Lugolova otopina (otopi se 2 g kalijevog jodida u 100 ml vode, zatim se uz Cesto muckanje doda 1 g
joda)

— Cistinski reagens (2 g olovnog acetata, 10 g NaOH/100 ml vode)

— Fehlingov reagens (priprema se prije upotrebe od dijelova temeljnih otopina A i B u omjeru 1:1: otopina
A (otopi se 6,9 g bakrova (Il) sulfata pentahidrata u 100 ml vode): otopina B (otopi se 34,6 g kalijeva
natrijeva tartarat tetrahidrata i 12 g NaOH u 100 ml vode).

— Tetrametilbenzidin/vodikov peroksid (otopi se 1 g 3,3,5,5 tetrametilbenzidina (TMB) u 100 ml ledene
octene kiseline i 150 ml vode. Prije uporabe pomijesa se otopina TMB-a s 3 %-tnim vodikovim
peroksidom u omjeru 4:1.
2.1.2.1.5. Sredstva za ispiranje
— Etanol = 96 % (tehnicki Cist).

— Aceton (tehnicki Cist).

2.1.2.1.6. Reagens za izbjeljivanje

— Komercijalna otopina natrijevog hipoklorita (9 — 14 % aktivnog klora).

2.1.2.2.  Oprema
— Analiticka vaga s precizno$¢u od 0,001 g.

— Pribor za mljevenje: noz ili mlin s rotorom. Ako se koristi mlin s rotorom zabranjena je upotreba
mlinskih sitd < 0,5 mm

— Sita s mreZicom kvadratnih o€ica $irine 0,25 mm i 1 mm. Osim kod prethodnog prosijavanja uzorka,
promjer sita ne smije biti ve¢i od 10 cm kako bi se izbjegao gubitak materijala. Kalibracija sita nije
potrebna.

— Konusni stakleni lijevak za odjeljivanje zapremine 250 ml s teflonskim ¢epom ili ¢epom od brusenog
stakla na dnu konusa. Promjer otvora ¢epa mora biti > 4 mm. Umjesto toga, samo za jednostruku
sedimentaciju TCE-om, moZe se upotrijebiti ¢asa s konusnim dnom za sedimentaciju pod uvjetom da je
laboratorij dokazao da su granice detekcije ekvivalentne onima koje se dobiju kada se koristi konusni
stakleni lijevak za odjeljivanje.

250 ml

4mm diameter

Promjer 4 mm
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— Stereomikroskop koji obuhvaca barem konacni opseg povecanja od 6,5x do 40x.

— Sastavljeni mikroskop koji obuhvaca barem konacni opseg povecanja od 100x do 400x s poljem za
propusteno svjetlo. Mogu se dodatno koristiti polarizirano svjetlo, diferencijalni interferentni kontrast.

— Standardno laboratorijsko posude od stakla.

— Oprema za pripremu preparata: klasicna mikroskopska stakalca, stakalca s udubinom, pokrovna
stakalca (20x20 mm), pinceta, fina lopatica.

— Laboratorijska pec.
— Centrifuga.

— Filtar papir: kvalitativni celulozni filtar (veli¢ine pora 4-11 pm).
2.1.3. Uzorkovanje i priprema uzorka

2.1.3.1.  Uzorkovanje

Koristi se reprezentativan uzorak uzet u skladu Prilogom 1.

2.1.3.1.1 Su3enje uzoraka

Uzorci sa sadrzajem vlage > 14 % moraju se osusiti prije rukovanja u skladu s Prilogom III.

2.1.3.1.2  Prethodno prosijavanje uzorka:

Kako bi se prikupile informacije 0 moguéem okolisnom zagadenju hrane za Zivotinje, preporucuje se da se
hrana u peletima i zrnu prethodno prosije na 1 mm i da se dvije dobivene frakcije, koje se moraju smatrati
razli¢itim uzorcima, zatim odvojeno pripreme i analiziraju te da se o njima odvojeno izvijesti.

2.1.3.2.  Mjere opreza
Kako bi se sprijecila krizna kontaminacija u laboratoriju, svu laboratorijsku opremu za visekratnu uporabu
potrebno je pazljivo odistiti prije uporabe. Dijelove lijevka za odjeljivanje potrebno je prije ¢islenja
rastaviti. Dijelove lijevka za odjeljivanje i posude od stakla potrebno je prethodno oprati ru¢no, a zatim
oprati u perilici posuda. Sita se moraju odistiti ¢etkom s tvrdim sintetickim dlacicama. Preporuca se

zavrsno Cis¢enje sita acetonom i komprimiranim zrakom nakon prosijavanja masnog materijala, kao 3to je
riblje brasno.

2.1.3.3.  Priprema uzoraka koji se sastoje od masti ili ulja
Potrebno je slijediti sljedeci protokol za pripremu uzoraka koji se sastoje od masti:
— ako je mast u krutom stanju, zagrijava se u pe¢nici, dok ne postane tekuca.
— Koristedi pipetu prenese se 40 ml masti ili ulja s dna uzorka u epruvetu za centrifugiranje.
— Uzorak se centrifugira 10 minuta na 4 000 okr/min.
— Ako je mast nakon centrifugiranja u krutom stanju, zagrijava se u pe¢nici dok ne postane tekuca.
— Ponovo se centrifugira 5 minuta pri 4 000 okr/min.

— Zli¢icom ili spatulom prenese se polovica dekantirane necistoce na mikroskopsko stakalce radi pregleda.
Kao sredstvo za pripremu preparata preporuca se glicerol.

— Preostala necistoca koristi se za pripremu taloga kako je opisano u tocki 2.1.3.4.3., prvoj alineji.

Isti postupak, osim prve i Cetvrte alineje, primjenjuje se za pripremu uzoraka koji se sastoje od ulja.
2.1.3.4.  Priprema uzoraka osim masti i ulja

2.1.3.4.1. Razdioba uzorka u poduzroke i mljevenje: barem 50 g uzorka razdijeli se na poduzorke za analizu koji se
zatim melju.
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2.1.3.4.2. Priprema sirovine: pripremi se dio od najmanje 5 g samljevenog poduzorka. Prosijava se na 0,25 mm te se
dvije dobivene frakcije ispituju.

2.1.3.4.3. Jednostruka sedimentacija TCE-om za detekciju sastojaka Zivotinjskog podrijetla osim kopnenih
beskraljesnjaka.

— Ekstrakcija i priprema taloga:

Prenese se dio od 10 g (s preciznoséu od 0,01 g) samljevenog poduzorka u lijevak za odjeljivanje ili ¢agu
s konusnim dnom za sedimentaciju i doda se 50 ml TCE-a. Dio koji je prenesen u lijevak mora se
ograniciti na 3 g u slucaju ribljeg brasna ili drugih ¢istih proizvoda Zivotinjskog podrijetla, mineralnih
sastojaka ili premiksa koji proizvode vise od 10 % taloga. MjeSavinu je potrebno snazno protresti
tijekom najmanje 30 s i mora se oprezno dodati jo§ 50 ml TCE-a kako bi se isprale unutarnje stjenke
lijevka i uklonile sve prijanjajuce Cestice. Tako dobivena mjesavina se ostavi stajati najmanje 5 minuta
prije odvajanja taloga otvaranjem Cepa.

Ako se koristi ¢asa s konusnim dnom za sedimentaciju, mjesavinu je potrebno snazno mijesati najmanje
15 s, a sve prianjajuce Cestice uz stijenke ¢aSe potrebno je paZljivo isprati niz unutarnju povrsinu s
najmanje 10 ml Cistog TCE-a. MjeSavina treba odstajati 3 minute i zatim ponovo promijesati 15
sekundi, a sve Cestice koje prianjaju uz stijenke ¢ase potrebno je pazljivo isprati niz unutarnju povrsinu
s najmanje 10 ml ¢istog TCE-a. Tako dobivena mjeSavina treba odstajati najmanje 5 minuta, zatim se
tekuca frakcija odstrani i ukloni pazljivim dekantiranjem, vodeéi ra¢una da se niti malo taloga ne izgubi.

Talog se prikuplja na filtar papiru koji se stavlja u lijevak kako bi se omogudilo odvajanje preostalog
trikloretilena (TCE) i pritom izbjeglo nakupljanje masti u talogu. Talog se zatim susi. Preporucuje se da
se talog zatim izvaZe (s precizno$¢u od 0,001 g) u svrhu kontrole faze sedimentacija. Konacno, osim
ako se prosijavanje smatra nepotrebnim, talog se prosijava na 0,25 mm te se dvije dobivene frakcije
ispituju.

— Ekstrakcija i priprema flotata:

Nakon dobivanja taloga gore opisanom metodom, u lijevku za odjeljivanje moraju ostati dvije faze:
tekuca koja se sastoji od TCE-a i kruta koja se sastoji od plivajuceg materijala. Ta kruta faza je flotat koji
se izolira tako da se TCE u cijelosti odljje iz lijevka otvaranjem ¢epa. Okretanjem lijevka za odjeljivanje,
flotat se prenese u veliku Petrijevu zdjelicu i posusi na zraku u digestoru. Prosijava se na 0,25 mm te se
dvije dobivene frakcije ispituju.

— Uporaba reagensa za bojanje:

Kako bi se olaksala pravilna identifikacija sastojaka Zivotinjskog podrijetla, subjekt moze koristiti
reagense za bojanje tijekom pripreme uzorka u skladu sa smjernicama koje je izdao EURL-AP i objavio
na svojoj internetskoj stranici.

Ako se koristi otopina Alizarin crvenila za bojanje taloga primjenjuje se sljede¢i protokol:

— Osuseni talog se prenese u staklenu epruvetu i dvaput ispere s priblizno 5 ml etanola (svaki se put
koristi vrtloZna mijesalica tijekom 30 s, a otapalo se ostavi stajati priblizno 1 minutu i 30 s i zatim
odlije),

— Talog se izbijeli dodavanjem najmanje 1 ml otopine natrijevog hipoklorita. Reakcija se razvija 10
minuta. Epruveta se napuni vodom, talog se ostavi stajati 2 - 3 minute, a voda i suspendirane Cestice
se pazljivo odliju,

— Talog se dvaput ispere s 10 ml vode (koristi se vrtlozna mijesalica 30 s, ostavi se istaloZiti i svaki se
put odlije voda),

— doda se 2 - 10 kapi otopine Alizarin crvenila i smjesa se promucka u vrtloZnoj mijesalici. Trajanje
reakcije je 30 sekundi i obojeni talog se dvaput ispere s priblizno 5 ml etanola, zatim jedanput
acetonom (svaki se put koristi vrtlozna mijesalica 30 s, a otapalo se ostavi stajati priblizno 1
minutu i zatim odlijje),

— Obojeni talog se osusi.
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2.1.3.4.4. Dvostruka sedimentacija PE/TCE za detekciju sastojaka kopnenih beskralje$njaka.

Svi se koraci moraju provesti u konusnom staklenom lijevku za odjeljivanje zapremnine 250 ml kako je
opisano u tocki 2.1.2.2., Cetvrtoj alineji.

— Dio 0od 10 g (s preciznoséu od 0,01 g) samljevenog uzorka prenese se u lijevak za odjeljivanje i najprije
se podvrgava jednostrukoj sedimentaciji TCE-om kako je opisano u tocki 2.1.3.4.3., ukljucujui
dobivanje taloga na filtar papiru postavljenom na lijevak. Taj se talog mozZe upotrijebiti kao talog iz
tocke 2.1.3.4.3.

— Mali volumen TCE-a koji se iscijedi zajedno s talogom prenosi se u menzuru. Menzura se mora dodatno
napuniti otvaranjem Cepa lijevka za odjeljivanje dok se ne dobije 30 ml TCE-a. Kad se taj volumen
dosegne, lijevak se zacepi.

— Taj prikupljeni volumen TCE-a zamjenjuje se dodavanjem volumena od 30 ml petroletera tocke vrelista
40-60 °C u lijevak za odjeljivanje. Sadrzaj lijevka za odjeljivanje mora se temeljito promijesati kako bi se
dobila smjesa u omjeru 70 % TCE-a i 30 % PE-a (s gustocom od priblizno 1,26 g.cm™). Materijal bi
trebao odstajati 10 minuta. Odvojit ¢e se dvije nove frakcije: drugi talog i konacni flotat (< 1,26 g.cm?).
Drugi talog izolira se u Petrijevoj zdjelici (ili na filtar papiru postavljenom na lijevak) otvaranjem cepa
dok u lijevku za odjeljivanje ne ostanu samo malo smjese otapala i konacni flotat. Preostala tekudina i
konacni flotat prikupljaju se odvojeno na filtar papiru postavljenom na lijevak. Stjenka lijevka za
odjeljivanje ispire se mlazom PE-a kako bi se sakupio sav materijal iz kona¢nog flotata. Konacni flotat
se mora osusiti. Konacni flotat prosijava se na 0,25 mm, a dvije dobivene frakcije ispituju se radi
detekcije sastojaka kopnenih beskraljesnjaka, osim ako se prosijavanje smatra nepotrebnim.

2.1.4. Mikroskopiranje

2.1.4.1.  Priprema preparata

Mikroskopski preparat priprema se od taloga i, po izboru laboranta, od flotata ili sirovine. Prema potrebi,
samo za detekciju sastojaka kopnenih beskraljesnjaka, priprema se i preparat od konacnog flotata
dobivenog kako je opisano u tocki 2.1.3.4.4. Pripremaju se dvije dobivene frakcije (sitna i gruba). Pokusni
dijelovi frakcija naneseni na stakalca reprezentativni su za Citavu frakciju.

Potrebno je pripremiti dovoljan broj preparata kako bi se osigurala provedba c¢itavog ispitnog protokola koji
je odreden u tocki 2.1.4.2.

Mikroskopski preparati se pripremaju s odgovarajudim sredstvom za pripremu preparata u skladu sa
SOP-om koji je odredio EURL-AP i objavio na svojoj internetskoj stranici. Preparate je potrebno pokriti
pokrovnim stakalcima.

2.1.4.2.  Dijagram toka pregleda za detekciju Zivotinjskih ¢estica u krmnim smjesama, krmivima i premiksima.

Pripremljeni mikroskopski preparati promatraju se u skladu s dijagramima toka pregleda propisanima u
dijagramima 1.1 2.

Mikroskopski pregledi provode se koriste¢i sastavljeni mikroskop na talogu i, po izboru laboranta, na
flotatu ili na sirovini. Uz sastavljeni mikroskop moze se koristiti i stereomikroskop za grube frakcije. Osim
toga, za detekciju sastojaka kopnenih beskraljesnjaka opaZanja se provode i na kona¢nom flotatu
dobivenom kako je opisano u tocki 2.1.3.4.4. u skladu s dijagramom 3. Uz sastavljeni mikroskop moze se
koristiti i stereomikroskop za grube frakcije. Svaki preparat pregledava se u cijelosti i pod razli¢itim
povecanjima. Precizna obja$njenja o koritenju dijagrama toka pregleda detaljno su navedena u
standardiziranim operativnim postupcima (SOP) koje je utvrdio referentni laboratorij EU-a za Zivotinjske
bjelanéevine u hrani za Zivotinje (EURL-AP) i objavio na svojim internetskim stranicama.

Najmanji broj preparata koji se mora promotriti u svakoj fazi dijagrama toka pregleda mora se strogo
postovati, osim u sluCajevima kada cijeli materijal frakcije ne omoguduje postizanje utvrdenog broja
preparata, primjerice u slucaju nedobivanja taloga. Pri svakom odredivanju upotrebljava se najvise 6
preparata za biljeZenje broja Cestica.
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Ako se pripremaju dodatni preparati uporabom specifi¢nijeg sredstva za pripremu preparata s osobinama
bojenja, kako je opisano u tocki 2.1.2.1.4., na flotatu ili sirovini za daljnju karakterizaciju struktura (npr.
perje, kosa, misi¢ne Cestice ili Cestice krvi), koje su detektirane na preparatima dobivenima uporabom
drugih sredstava za pripremu preparata, kako je opisano u tocki 2.1.2.1.3., broj Cestica racuna se na
temelju najviSe 6 preparata po odredivanju, ukljuc¢ujuéi dodatne preparate sa specifi¢nijim sredstvom za
pripremu preparata. Dodatni preparati pripremljeni od konac¢nog flotata dobivenog kako je opisano u
tocki 2.1.3.4.4. za detekciju sastojaka kopnenih beskraljesnjaka ne uzimaju se u obzir za identifikaciju
drugih podrijetla (kopneni kraljesnjaci i ribe).

Za laksu identifikaciju vrste i podrijetla ¢estica laborant moZe koristiti pomoéne alate kao $to su sustavi za
potporu pri odlucivanju, zbirke slika i referentni uzorci.
Dijagram 1.

Dijagram toka pregleda nakon jednostruke sedimentacije TCE-om za detekciju Zivotinjskih Cestica osim Cestica
kopnenih beskraljesnjaka u krmnim smjesama, krmivima i premiksima za prvo odredivanje

3 preparata iztaloga < 0,25 mm
+

1 preparat iz flotata ili sirovine < 0,25 mm uzorak prijavljen
u skladu s tockom
2.1.5.2. za dano podrijetlo

detekiirano
=5 Zivotinjskih estica
indi ii (312

DA

uzorak prijavijen
u skladu s tockom
2.1.5.3. za dano podrijetlo

broj Eestica
pojedinog podrijetiat®?

1 preparat
od
taloga > 0,25 mm

detektirano
=5 Zivotinjskih Eestica
psigdinog podrijetia 54

DA votinjske Cestice potvrduj

prijavijeni sadrza)?

1 preparat
od
flotata ili sirovine = 0,25 mm

Cestice danog
podrijetlat®@?

uzorak prijavijen

u skladu s to€kom 2.1.5.1.
za to podrijetio

(D1iD2 odnose se na prvo i drugo odredivanje; @) kopneni kralieZnjaci, ribe)
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Dijagram 2.

Dijagram toka pregleda nakon jednostruke sedimentacije TCE-om za detekciju Zivotinjskih Cestica osim Cestica
kopnenih beskraljesnjaka u krmnim smjesama, krmivima i premiksima za drugo odredivanje

3 preparata iz taloga < 0,25 mm
+
1 preparat iz flotata ili sirovine < 0,25 mm

uzorak prijavljen
DA u skladu s totkom
2.1.5.2. za dano podrijetlo

detektirano
=h Zivotinjskih Cestica
pejedinog podrijetlalzs

1 preparat
od
taloga = 0,25 mm

zbroj Cestica

istog podrijetla® izD 1.+ D2

detektirano
=h Zivotinjskih Cestica
pajedinog podrijetialss

DA

uzorak prijavijen
u skladu s tockom
2.1.5.3. za dano podrijetlo

1 preparat
od
flotata ili sirovine = 0,25 mm

(D1 i D2 odnose se na prvo i drugo odredivanje; @ kopneni kraljeZnjaci, ribe)
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Dijagram 3.

Dijagram toka pregleda nakon dvostruke sedimentacije PE/TCE-om za detekciju sastojaka kopnenih
beskraljesnjaka u krmnoj smjesi, krmivima i premiksima

D2
3 preparata 3 preparata
od od
konaénog flotata < 0,25 mm konaénog flotata < 0,25 mm

5 detektiranih estica
kopn. beskraljes.?

5 detektiranih Cestica
kopn. beskraljes.?

<5

1 preparat
od
konacnog flotata > 0.25 mm

1 preparat
od
konacnog flotata = 0,25 mm

broj detektiranih Eestica
kopn. beskraljes.?

detektiranih Cestica -
kopn. beskraljes.? uzorak prijavljen
u skladu s tockom

2.1.5.2. za dano podrijetlo

uzorak prijavijen
u skladu s tockom
2.1.5.3. za dano podrijetlo

zbroj detektiranih estica
kopn. beskraljes. iz D1+ D2 2

uzorak prijavijen
u skladu s tockom 2.1.5.1.
za dano podrijetlo

uzorak prijavijen
u skladu s totkom
2.1.5.3. za dano podrijetio

(D1 i D2 odnose se na prvo i drugo odredivanje)

2.1.4.3.  Broj odredivanja

Odredivanja se provode na razli¢itim poduzorcima od po 50 g.

Ako nakon prvog odredivanja provedenog u skladu s dijagramom toka pregleda propisanim u dijagramima
1. ili 3. nisu detektirane Zivotinjske Cestice, nije potrebno provesti dodatno odredivanje, a o rezultatima
analize potrebno je izvijestiti koristenjem formulacije iz tocke 2.1.5.1.

Ako se nakon prvog odredivanja provedenog u skladu s dijagramom toka pregleda iz dijagrama 1. utvrdi
jedna ili vie Zivotinjskih Cestica danog podrijetla (tj. od kopnenih kraljesnjaka ili ribe), a podrijetlo
pronadenih Cestica potvrduje prijavljeni sadrzaj uzorka, nije potrebno provesti drugo odredivanje. Ako je
broj Zivotinjskih Cestica danog podrijetla detektiranih tijekom tog prvog odredivanja veéi od 5, o
rezultatima analize potrebno je izvijestiti po vrsti Zivotinje koriStenjem formulacije iz tocke 2.1.5.3. Inace je
o rezultatima analize potrebno izvijestiti po vrsti Zivotinje koristenjem formulacije iz tocke 2.1.5.2.

Ako se nakon prvog odredivanja provedenog u skladu s dijagramom toka pregleda propisanim u dijagramu
3. utvrdi viSe od pet cestica kopnenih beskraljesnjaka, nije potrebno drugo odredivanje i rezultat analize za
to podrijetlo prijavljuje se u skladu s formulacijom iz tocke 2.1.5.3.

U drugim slucajevima, ako laboratoriju nije dostavljena deklaracija sadrzaja, provodi se drugo odredivanje
na temelju novog poduzorka. Ako je, nakon drugog odredivanja provedenog u skladu s dijagramom toka
pregleda propisanim u dijagramima 2. odnosno 3. zbroj Zivotinjskih ¢estica danog podrijetla detektiranih u
dva odredivanja veéi od 10, o rezultatima analize potrebno je izvijestiti po Zivotinjskom podrijetlu
koristenjem formulacije iz tocke 2.1.5.3. Inace je o rezultatima analize potrebno izvijestiti po vrsti Zivotinje
koristenjem formulacije iz tocke 2.1.5.2.
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2.1.5. Prikaz rezultata

Pri izvje$¢ivanju o rezultatima, laboratorij mora navesti na kojoj vrsti materijala je provedena analiza (talog,
flotat, kona¢ni flotat ili sirovina). U izvjes¢u se jasno navodi koliko je odredivanja provedeno i je li prije
pripreme preparata provedeno prosijavanje frakcija u skladu s tockom 2.1.3.4.3., treim stavkom, prvom
alinejom ili tockom 2.1.3.4.4. tre¢om alinejom.

Laboratorijsko izvje$¢e mora sadrzavati barem informacije o prisutnosti sastojaka podrijetlom od kopnenih
kraljesnjaka ili ribe.

O razli¢itim slucajevima izvje$¢uje se na sljedeée nacine.

2.1.5.1.  Nijje detektirana nijedna ¢estica danog podrijetla:

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku nije
detektirana prisutnost Cestica podrijetlom od kopnenih kraljesnjaka.”

— ,Koliko je bilo moguce utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku nije
detektirana prisutnost Cestica podrijetlom od ribe.”

— ,Koliko je bilo moguce utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku nije
detektirana prisutnost Cestica podrijetlom od kopnenih beskraljesnjaka.”

2.1.5.2.  Pri provedbi samo jednog odredivanja detektirano je od 1 do 5 Zivotinjskih Cestica danog podrijetla ili pri
provedbi dvaju odredivanja detektirano je od 1 do 10 Cestica danog podrijetla (broj detektiranih Cestica
manji je od praga utvrdenog u standardiziranim operativnim postupcima (SOP) koje je utvrdio referentni
laboratorij EU-a za Zivotinjske bjelan¢evine u hrani za Zivotinje (EURL-AP) i objavio na svojim internetskim
stranicama):

Ako je provedeno samo jedno odredivanje:

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku
detektirana je prisutnost najviSe 5 cestica podrijetlom od kopnenih kraljesnjaka. Cestice su
identificirane kao ... [kosti, hrskavica, misi¢, dlaka, rogovi, ostalo (navedite ono $to odgovara)]. Ta niska
razina prisutnosti niza je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.”

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku
detektirana je prisutnost najvise 5 Cestica podrijetlom od ribe. Cestice su identificirane kao ... [riblje
kosti, riblje ljuske, hrskavica, misi¢, otolit, Skrge, ostalo (navedite ono $to odgovara)]. Ta niska razina
prisutnosti niZa je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.”

Ako su provedena dva odredivanja:

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva odredivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost najvise 10 cestica podrijetlom od kopnenih kraljesnjaka. Cestice su
identificirane kao ... [kosti, hrskavica, misi¢, dlaka, rogovi, ostalo (navedite ono $to odgovara)]. Ta niska
razina prisutnosti niZa je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.”

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva odredivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost najvise 10 Cestica podrijetlom od ribe. Cestice su identificirane kao ...
[riblje kosti, riblje ljuske, hrskavica, misi¢, otolit, skrge, ostalo (navedite ono §to odgovara)]. Ta niska
razina prisutnosti niza je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.”

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva odredivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost najvie 10 Cestica podrijetlom od kopnenih beskraljesnjaka. Cestice su
(navedite ono §to odgovara)]. Ta niska razina prisutnosti niZa je od praga utvrdenog za tu
mikroskopsku metodu.”

Dodatno:
— U slucaju prethodnog prosijavanja uzorka, u laboratorijskom izvjes¢u mora biti navedeno u kojoj su

frakciji (prosijana frakcija, peletirana frakcija ili zrna) utvrdene Zivotinjske Cestice, jer detekcija
zivotinjskih Cestica samo u prosijanoj frakciji moze biti znak okolisnog zagadenja.
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— Ako se detektiraju samo Zivotinjske Cestice koje se ne mogu kategorizirati kao ¢estice podrijetlom od
kopnenih kraljesnjaka ili ribe (npr. misi¢na vlakna), u izvjes¢u se navodi da su detektirane samo takve
Zivotinjske Cestice i da se ne moze iskljuciti da potjecu od kopnenih kralje$njaka.

2.1.5.3.  Pri provedbi samo jednog odredivanja utvrdeno je viSe od 5 Zivotinjskih cestica danog podrijetla ili je pri
provedbi dvaju odredivanja detektirano vise od 10 Cestica danog podrijetla:

Ako je provedeno samo jedno odredivanje:

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku
detektirana je prisutnost viSe od 5 Cestica podrijetlom od kopnenih kraljesnjaka. Cestice su
identificirane kao ... [kosti, hrskavica, misi¢, dlaka, rogovi, ostalo (navedite ono $to odgovara)].”

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi iz pregleda svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku
detektirana je prisutnost vie od 5 Cestica podrijetlom od ribe. Cestice su identificirane kao ... [riblje
kosti, riblje ljuske, hrskavica, misi¢, otolit, skrge, ostalo (navedite ono $to odgovara)].”

— ,Koliko je bilo moguce utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavljenom uzorku
detektirana je prisutnost vise od 5 Cestica podrijetlom od kopnenih beskraljesnjaka. Cestice su

.....

(navedite ono §to odgovara)].”
Ako su provedena dva odredivanja:

— ,Koliko je bilo mogucée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva utvrdivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost vise od 10 Cestica podrijetlom od kopnenih kraljesnjaka. Cestice su
identificirane kao ... [kosti, hrskavica, misi¢, dlaka, rogovi, ostalo (navedite ono §to odgovara)].”

— ,Koliko je bilo mogucée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva utvrdivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost vise od 10 cestica podrijetlom od ribe. Cestice su identificirane kao ...
[riblje kosti, riblje ljuske, hrskavica, misi¢, otolit, $krge, ostalo (navedite ono $to odgovara)].”

— ,Koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dva odredivanja u dostavljenom
uzorku detektirana je prisutnost vise od 10 Cestica podrijetlom od kopnenih beskraljesnjaka. Cestice su

(navedite ono §to odgovara)].”
Dodatno:

— U slucaju prethodnog prosijavanja uzorka, u laboratorijskom izvjes¢u mora biti navedeno u kojoj su
frakciji (prosijana frakcija, peletirana frakcija ili zrna) detektirane Zivotinjske Cestice, jer detekcija
Zivotinjskih Cestica samo u prosijanoj frakciji moze biti znak okolisnog zagadenja.

— Ako se detektiraju samo Zivotinjske Cestice koje se ne mogu kategorizirati kao Cestice podrijetlom od
kopnenih kraljesnjaka ili ribe (npr. misi¢na vlakna), u izvje$¢u se navodi da su otkrivene samo takve
zivotinjske Cestice i da se ne moze iskljuciti da potjecu od kopnenih kraljesnjaka.”
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