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KRMIV

UCEL A ROZSAH

Identifikace slozek Zivocisného ptivodu v krmivech se provddi pomoci svételné mikroskopie nebo poly-
merdzové Fetézové reakce podle ustanoveni uvedenych v této piloze.

Tyto dvé metody umoznuji zjistit pfitomnost slozek Zivocisného pivodu v krmnych surovindch a krmnych
smésich. Neumoznuji vak vypocet mnozstvi takovych slozek v krmnych surovindch a krmnych smésich.
Obé metody maji mezni hodnotu detekce niz$f nez 0,1 % (hmot.).

Metoda polymerdzové fetézové reakce umoziiuje identifikaci systematické skupiny slozek Zzivocisného
pivodu, jez jsou pitomny v krmnych surovindch a krmnych smésich.

Tyto metody se pouziji ke kontrole uplatiovani zdkazd, jez jsou stanoveny v ¢l. 7 odst. 1 a piiloze IV
nafizeni (ES) ¢. 999/2001 a v ¢l. 11 odst. 1 nafizeni (ES) ¢. 1069/2009.

V zdvislosti na druhu zkouSeného krmiva lze tyto metody pouzit v rdmci jednoho opera¢niho protokolu,
a to bud jednotlivé, ¢i ve vzdjemné kombinaci v souladu se standardnimi opera¢nimi postupy, jeZ stanovila
a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referencni laboratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech
(EURL-AP) (1).

METODY
Svételnd mikroskopie
Princip

Slozky zivocisného ptvodu, jez mohou byt ptitomny v krmnych surovindch a krmnych smésich zaslanych
k analyze, jsou identifikovany na zdkladé charakteristickych, mikroskopicky rozeznatelnych znakd, jako
jsou napf. svalovd vldkna a jiné masité Cdstice, chrupavky, kosti, rohy, chlupy, $tétiny, krev, pefi, vajecné
skofdpky, rybi kosti a Supiny.

Cinidla a vybaveni
Cinidla
Koncentra¢ni piipravek

Tetrachlorethylen (hustota 1,62)

Cinidlo k barveni

Roztok alizarinové ¢ervené (2,5 ml 1M kyseliny chlorovodikové se rozpusti ve 100 ml vody a do tohoto
roztoku se pridd 200 mg alizarinové Cerveng).

Zalévaci pFipravky
Louh (NaOH 2,5 % hm.[obj. nebo KOH 2,5 % hm.[obj.)
Glycerol (nefedény, viskozita: 1 490 cP)

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozita: 1 200 cP) nebo pryskyfice s obdobnymi vlastnostmi za ticelem
piipravy ustdleného podlozniho sklicka

Barvici zalévaci pifpravky

Lugoliv roztok (2 g jodidu draselného se rozpusti ve 100 ml vody a pfidd se 1g jodu za castého
protfepavani).

(") http:/[eurl.craw.eu|
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2.1.2.2.8

213
2.1.3.1

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

Fehlingovo ¢inidlo (pfipravuje se tésné pred pouzitim ze dvou stejné velkych ¢asti (1/1) ze dvou roztokd
A a B. Roztok A: 6,9 ¢ modré skalice se rozpusti ve 100 ml destilované vody. Roztok B: 34,6 g vinanu
sodnodraselného tetrahydrtu a 12 ¢ NaOH se rozpusti ve 100 ml destilované vody)

Tetramethylbenzidin/peroxid vodiku (1 g 3,3%,5,5 tetramethylbenzidinu se rozpusti ve 100 ml ledové kyse-
liny octové a 150 ml destilované vody. Pfed pouzitim je nutno promichat 4 dily roztoku tetramethylben-
zidinu s 1 dilem 3 % peroxidu vodiku)

Oplachovaci ¢inidla

Ethanol > 96 % (technicky)

Aceton (technicky)

Bélici ¢inidlo

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

Analytické vahy s presnosti 0,001 g

Rozmélnovaci zafizeni: mlynek nebo hmozdif

Sita se ¢tvercovymi oky v §ifi o rozmérech 0,25 mm a 1 mm.

Sklenénd kuzelovita délici ndlevka o objemu 250 ml s teflonovym nebo sklenénym zabrousenym
kohoutem na spodku kuzele. Priifez kohoutu v oteviené poloze je > 4 mm. Namisto sklenéné kuZzelovité
délici nélevky muZe byt pouzita usazovaci kddinka s kénickym dnem, prokdzala-li laboratof, ze hodnoty
mezni detekce odpovidaji hodnotdm ziskanym za pouziti sklenéné kuzelovité délici nélevky.

Délici nélevka

/"

250 ml

primér 4 mm

Stereoskopicky mikroskop umozujici minimdlné kone¢ny rozsah zvétSeni 6,5x az 40x.

Kombinovany mikroskop umoziujici minimalné konecny rozsah zvétSeni 100x az 400x v jasném poli
prochézejictho svétla. Ddle lze pouzit i polarizacni zafizeni a diferencidlni interferencni kontrast.

Bézné laboratorni sklo

Vybaveni pro piipravu podlozniho sklicka: béznd mikroskopickd sklicka, dérovand sklicka, kryci sklicka
(20x20 mm), pinzety, laboratorni stérka

Odbér a pfiprava vzorkil

Odbér vzorki

Pouzivd se reprezentativni vzorek odebrany podle postupt stanovenych v piiloze 1.
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2.1.3.2 Predbéznd opatieni

Veskeré vybaveni k vicendsobnému pouziti se pfed pouzitim dikladné vycist, ¢imZ se zabrdni kiizové
kontaminaci v laboratofi. Pfed ¢isténim se rozebere délici ndlevka na jednotlivé ¢asti. Jednotlivé ¢dsti délici
nélevky a sklenéné vybaveni se pfedem omyvaji ruéné a ndsledné se vlozi do myciho zafizeni. Sita se Cisti
karticem s tuhymi syntetickymi $tétinami. Po prosivani materidlu s obsahem tukd, jako je napf. rybi
moucka, se na zdvér doporucuje o€istit sita acetonem a tlakovym vzduchem.

2.1.3.3 Piiprava jinych vzorkd, nez jsou tuky ¢i oleje

2.1.3.3.1 Vysousen{ vzorku: Vzorky s obsahem vody > 14 % se pied zpracovdnim vysusi.

2.1.3.3.2 Predbézné prosévani vzorku: Doporucuje se predbézné prosit granulované a jadrové krmivo sitem o veli-
kosti 1 mm, a ndsledné pFipravit a analyzovat dvé vzniklé frakce jako samostatné vzorky.

2.1.3.3.3 Dil¢i vzorkovani a mleti: Z alespori 50 g vzorku se pfipravi diléi vzorky za tcelem provedeni analyzy
a ndsledné se rozemelou.

2.1.3.3.4 Extrakce a pifprava sedimentu: Do délici ndlevky nebo do usazovaci kddinky s konickym dnem se navdzi
nejméné 10 g (s pfesnosti na 0,01 g) dilctho rozemletého vzorku a piidd se nejméné 50 ml tetrachlore-
thylenu. V piipadé rybi moucky nebo jinych vyrobkt ¢isté Zivocisného ptivodu, minerdlnich slozek c¢i
premixd, jeZ vytvéreji vice nez 10 % sedimentu, se navdzka do délici ndlevky snizi na 3 g. Smés se dikladné
protiepavd po dobu alespont 30 s a v pribéhu oplachovani vnitintho povrchu délici nalevky za Gcelem
odstranéni jakychkoli pfilnutych pevnych cdstic se opatrné pfidavd minimdlné dalsich 50 ml tetrachlore-
thylenu. Vznikld smés se ponechd ustit po dobu alesponi péti minut, nez je otevienim kohoutu oddélen
sediment.

Je-li pouzita usazovaci kddinka s kénickym dnem, musi byt smés dikladné promichdvina alespoi po dobu
15 s a veskeré pevné Cdstice, jez pfilnou na sténé usazovaci kddinky, je nutné z vnitintho povrchu opatrné
opldchnout alespont 10 ml tetrachlorethylenu. Smés se ponechd ustat alesponi po dobu tif minut a nésledné
se opét promichd po dobu 15 s a veskeré pevné Cistice, jeZ pfilnou na stény usazovaci kddinky, je nutné
z vnitiniho povrchu opatrné oplachnout alespont 10 ml tetrachlorethylenu. Vznikld smés se ponechd ustat
minimélné 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 vysusi a ndsledné zvdzi (s presnosti na 0,001 g). Tvoii-li vice nez 5 % sedimentu pevné Céstice
> 0,50 mm, je tfeba jej prosit sitem o velikosti 0,25 mm, pficemz budou analyzoviny tyto dvé vzniklé
frakce.

2.1.3.3.5 Extrakce a pfiprava flotdtu: po odebrdni sedimentu podle vyse popsané metody by v délici ndlevce mély
ziistat dvé féze: tekutd, kterou tvoii tetrachlorethylen, a pevnd z vrstvy plovouciho materidlu. Pevnou
slozkou je flotdt, ktery je nutno odebrat tak, Ze se z nalevky otevienim vypustniho kohoutu zcela vypusti
tetrachlorethylen. Obrdcenim délici nélevky se flotdt pfemisti na velkou Petriho misku a vysusi vzduchem
v laboratorn{ digestofi. Tvoti-li vice nez 5 % flotdtu pevné castice > 0,50 mm, je tieba jej prosit sitem

o velikosti 0,25 mm, pfi¢emz budou analyzovény tyto dvé vzniklé frakce.

2.1.3.3.6 Piiprava suroviny: Pfipravi se navdzka nejméné 5g rozemletého dilétho vzorku. Tvori-li vice nez 5%
materidlu pevné Cdstice > 0,50 mm, je tieba jej prosit sitem o velikosti 0,25 mm, pficemz budou analy-
zovény tyto dvé vzniklé frakce.

2.1.3.4 Priprava vzorki obsahujicich tuky ¢i oleje

Pro piipravu vzorkd obsahujicich tuky ¢i oleje se pouzije tento protokol:

— je-li tuk v pevném stavu, ohiivd se v troubé, dokud neni kapalny,

— pomoci pipety se pfenese 40 ml tuku ¢i oleje ze spodni Cisti vzorku do odstfedivkové zkumavky,

— odstieduje se po dobu 10 minut pfi 4 000 ot./min,

— pokud tuk po odstiedovani ztuhl, znovu se ohieje v troub€, dokud neni kapalny,

— opakuje se odstiedovani po dobu 5 minut pii 4 000 ot./min,
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2.1.3.5

2.1.4
2.1.4.1

2.1.4.2

— pomoci laboratorni 1zicky ¢&i ty¢inky se polovina dekantovanych necistot prenese na mikroskopickd
sklicka za dcelem rozboru, pfiemz se doporucuje pouzit glycerol coby zalévaci p¥ipravek,

— zbylé necistoty se pouZiji pro piipravu sedimentu podle bodu 2.1.3.3.

Pouziti ¢inidel k barveni

Osoba provadgjici analyzu maze pro usnadnéni spravné identifikace slozek Zivocisného plivodu pouzit pfi
piipravé vzorkd ¢inidla k barveni v souladu s pokyny, jez stanovila a na svych internetovych strankdch
zvefejnila Referencni laborator EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Je-li k obarven{ sedimentu pouzit roztok alizarinové Cervené, pouzije se tento protokol:

— VysuSeny sediment se pfemisti do sklenéné zkumavky a dvakrat vypldchne 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 pribéh reakce
po dobu 10 minut. Zkumavka se naplni vodou, sediment se nechd po dobu dvou az tif minut usadit
a voda se suspendovanymi ¢dsticemi se opatrné odlije.

— Sediment se dvakrét pfelije 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 dvakrdt vypldchne asi 5 ml ethanolu
a ndsledné jedenkrat acetonem (vzdy se pouzije po dobu 30 s ponorny mixér, rozpoustédlo se nechd
usadit po dobu 1 min. a odlije se).

— Obarveny sediment se vysusi.

Mikroskopické zkoumdni
Piiprava podloznich mikroskopickych sklicek

Podlozni mikroskopické sklicka se pfipravi ze sedimentu a dle Gvahy osoby provadgjici analyzu rovnéz bud
z flotdtu, nebo suroviny. Pouzilo-li se béhem piipravy vzorku prosévani, pfipravi se dvé vzniklé frakce
(jemnd a hrubsi). Navdzky frakci nanesené na podlozni mikroskopickd sklicka by mély byt reprezentativni
pro celou frakei.

Za Ucelem provedeni Gplného zkusebniho protokolu stanoveného v bodé 2.1.4.2 je tieba pfipravit dosta-
te¢ny pocet podloznich sklicek.

Mikroskopickd podlozni sklicka se zaliji pfiméfenym zalévacim piipravkem v souladu se standardnim
operaénim 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.

Protokoly pozorovéni za dcelem zji§tovéni Zivocisnych Castic v krmnych smésich a krmnych surovindch

veny v diagramu ¢. 1, pokud jde o krmné smési a krmné suroviny jiné nez Cistd rybi moucka, nebo
v diagramu ¢. 2 v pipadé Cisté rybi moucky.

Mikroskopickd pozorovani se provddi pomoci kombinovaného mikroskopu, pficemz je pozorovin
sediment a dle dvahy osoby provadgjici analyzu rovnéz bud flotdt, nebo surovina. Pro hrubsi frakce lze
kromé kombinovaného mikroskopu pouzit i stereoskopicky mikroskop. Celd plocha mikroskopického
podlozniho sklicka se prozkoumd pfi rizném zvétSeni.

Minimélni pocet mikroskopickych podloznich sklicek, jez maji byt zkoumdna, je tieba disledné dodrzet
u kazdého z krokd protokolu pozorovani s vyjimkou piipadd, kdy cely materidl frakce neumoziuje
dosazeni stanoveného poctu podloznich sklicek. Pozorovéni se provadi na jednotlivé stanoveni s nejvice
6 podloznimi sklicky.

Osoba provadgjici pozorovani miize za Gcelem usnadnéni identifikace povahy a pvodu &stic vyuzit
podpurnych néstrojd, jako jsou napf. podpiirné systémy pro rozhodovéni, knihovny snimkd a referen¢ni
vzorky.



23.1.2013 Utedni véstnik Evropské unie L 20/39

Diagram 1

Protokol pozorovini za tcelem zji§tovani Zivo&iSnych &istic v krmnych smésich a krmnych surovindch jinych
nez rybi moucka

ANO Rozemleti vzorku zaruduje, ze NE Prosévani sitem o
95 % Castic je o velikosti velikosti
K < 0,50 mm 0,25 mm
3 podlozni skli¢ka se sedimentem 3 podlozni sklicka se sedimentem
+ < 0,25 mm +1 podlozni sklicko s flotatem ¢i
1 podlozni sklicko z flotatu & suroviny surovinou < 0,25 mm

il LS vzorek stanoven podle opakovani analyzy podle
Zjisténo > 5 ZivoCis- bodu 2.1.5.3 jako rybi bodu 2.1.4.3
nych ¢astic totozné

povahy?

Zjisténo > 5 Zzivogis-
nych ¢astic totozné
povahy ?

Pocet éastic z ryb?

1 podlozni sklicko se sedimentem

1 podlozni sklicko se sedimentem > 0,25 mm sediment

ANO

Zjisténo > 5
Zivogisnych &astic
totozné povahy ?

s $i i Druh Zivogi$nych ¢astic?
Zjisténo > 5 zivocis-
nych ¢astic totozné

SUCHOZEMSKE

1 podlozni sklicko s flotatem &i
surovinou > 0,25 mm

1 podlozni sklicko s flotatem

nebo surovinou Podet gastic ze sucho-

zemskych Zivogicht?

ANO vzorek stanoven podle bodu opakovani analyzy podle

2.1.5.8 jako suchozemsky bodu 2.1.4.3
Zivogich

Byly zjistény
Zivogisné Gastice?

Byly zjistény Zzivocisné
Castice?

vzorek stanoven podle bodu
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Diagram 2

Protokol pozorovini za dlelem zjiStovini ZivociSnych &istic v rybi moucce

ANO / Rozemleti zaruduje, Ze NE

3 podlozni sklicka se sedimentem

Zjisténo > 5 Castic
ze suchozemskych
Zivocichu?

2 podlozni sklitka se sedimentem

Zjisténo > 5 Gastic ze
suchozemskych
Zivogichl

NE

1 podlozni sklicko s flotdtem nebo
surovinou

Zjistény Castice ze
suchozemskych
Zivogichul

\\95 % ¢astic je < 0,50 mm

vzorek stanoven podle bodu 2.1.5.3
jako suchozemsky Zivocich

Podet ¢astic ze suchozemskych

Prosévani sitem o
velikosti 0,25 mm

3 podlozni sklicka se sedimentem
< 0,25 mm

Zjisténo > 5 Castic
ze suchozemskych
Zzivocichu 2

2 podlozni sklicka se sedimentem
> 0,25 mm

ANO

Zjisténo > 5 Gastic

Zivogichu?

opakovani analyzy podle
bodu 2.1.4.3

vzorek stanoven podle bodu 2.1.5.1 jako

ze suchozemskych
Zivodicht ?

1 podlozni sklicko s flotatem &i
surovinou < 0,25 mm

Zjistény Castice
ze suchozemskych
Zivogicht ?

ANO

NE

suchozemsky Zzivocich
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2.1.43

2.1.5.1

2.1.5.2

2.1.5.3

Pocet stanoveni

Neni-li po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu s protokolem pozorovini uvedenym v odpo-
vidajicim diagramu 1 ¢i 2, zjiSténa zddnd Zivocisnd Céstice dané povahy (tj. ze suchozemského Zivocicha ¢i
ryby), neni dalsi stanoveni nutné a vysledky analyzy se nahlasuji za pouziti pojmi stanovenych nize v bodé
2.1.5.1.

Pohybuje-li se po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu s protokolem pozorovani uvedenym
v odpovidajicim diagramu 1 ¢& 2, celkové mnozstvi zjisténych Zivocisnych &éstic dané povahy (4. ze
suchozemského Zivocicha ¢i ryby) v rozmezi 1 az 5, provede se druhé stanoveni s novou navdzkou
50 g dil¢tho vzorku. Pohybuje-li se po tomto druhém stanoveni pocet zjisténych Zivocisnych castic dané
povahy v rozmezi 0 az 5, podd se zprdva o vysledku analyzy s vyuzitim pojml stanovenych nize v bodé
2.1.5.2, v jinych piipadech se provede tieti stanoveni s novou navdzkou 50 g dil¢tho vzorku. Je-li viak
pocet Castic dané povahy zjistény béhem dvou stanoveni vyssi nez 15, neni nutné dalsi stanoveni a o
vysledku analyzy se pfimo podd zprdva s vyuZitim pojmi stanovenych v bodé 2.1.5.3. Je-li po tfetim
stanoveni celkovy pocet Zivocisnych &stic dané povahy zjistény beéhem tif stanoveni vy$si nez 15, podd se
o vysledku analyzy zprdva s vyuZitim pojmu stanovenych v bodé 2.1.5.3. Jinak se o vysledku analyzy
podéva zprdva s vyuzitim pojmu stanovenych v bodé 2.1.5.2.

Je-li po prvnim stanoveni, jeZ bylo provedeno v souladu s protokoly pozorovini uvedenymi v odpovida-
jicim diagramu 1 ¢&i 2, zjiSténo vice nez 5 Zivocisnych ¢astic dané povahy (tj. ze suchozemského Zivocicha
¢i ryby), podd se o vysledku analyzy zprdva za pouziti pojmi stanovenych nize v bodé 2.1.5.3.

Vyjddreni vysledkii

Pfi nahlasovani vysledkd uvede laboratof druh materidlu, na kterém byla analyza provedena (sediment,
flotdt, surovina), a pocet stanoveni, jeZ byla vykondna.

Laboratorni zprdva musi obsahovat pfinejmensim informace o pfitomnosti slozek ze suchozemskych
zivocicht a z ryb.

Ruzné ndlezy se nahlasuji ndsledovné:
Nebyla zjisténa zddnd Castice Zivocisného pivodu dané povahy:

— na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikroskopem nebyla v piedlozeném vzorku nale-
zena zadnd Cdstice ze suchozemskych zivocichd,

— na zdkladé mikroskopického zkouméni nebyla v ptedlozeném vzorku nalezena zddnd cdstice z ryb.
Zjisténo v praméru 1 az 5 Zivocisnych ¢dstic dané povahy:

— na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem nebylo v pfedlozeném vzorku zjisténo
v priméru vice nez pét ¢dstic ze suchozemskych Zivocichi na jednotlivé stanoveni. V pfipadé zjisténych
castic se jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vldkno, chlupy, rohy...]. Vzhledem k nizké mife
piftomnosti Cdstic, jez se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pfi vyuziti mikroskopické metody,
nelze vyloucit riziko fale$né pozitivniho vysledku,

popiipadg,

— na zékladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem nebylo v piedlozeném vzorku zjisténo
v priiméru vice nez pét ¢astic z ryb na jednotlivé stanoveni. V piipadé zjisténych &éstic se jednalo o ...
[rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové vlékno, otolit, zdbry...]. Vzhledem k nizké mife piftomnosti
Castic, jez se nachdzi pod mezni hodnotou detekce pii vyuziti mikroskopické metody, nelze vyloucit
riziko falesné pozitivniho vysledku.

Bylo-li pouzito predbézné prosivani vzorku, uvadi se v laboratorni zpravé frakce (proseta frakce, granulova
frakce ¢i jadrové krmivo), v niz byly zjiStény Zivocisné cdstice, nebot zjidténi Zivocisnych &astic pouze
u prosévané frakce muize byt ukazatelem kontaminace z okolniho prostiedi.

Zjisténo v pruméru vice nez 5 Zivoci§nych ¢dstic dané povahy:

— na zdkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem bylo v pfedlozeném vzorku zjisténo
v praméru vice nez pét &stic ze suchozemskych Zivocichd na jednotlivé stanoveni. V piipadé zjisténych
Castic se jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vldkno, chlupy, rohy..],
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popiipadg,

— na zédkladé mikroskopického zkoumdni svételnym mikroskopem bylo v piedlozeném vzorku zjisténo
v priiméru vice nez pét Castic z ryb na jednotlivé stanoveni. V piipadé zjisténych &stic se jednalo o ...
[rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové vldkno, otolit, Zdbry...].

Bylo-li pouzito pfedbézné prosivani vzorku, uvadi se v laboratorni zpravé frakce (prosetd frakce, granulovd
frakce ¢i jadrové krmivo), v niZ byly zjistény Zzivocisné Cdstice, nebot zjisténi Zivocisnych ¢dstic pouze
u prosévané frakce muze byt ukazatelem kontaminace z okolniho prostiedi.

Polymerdzovi fetézova reakce

Princip

Fragmenty deoxyribonukleové kyseliny (DNA) Zivocisného piivodu, jez mohou byt ptitomny v krmnych

surovindch a krmnych smésich, jsou zji§tovdny prostiednictvim polymerdzové fetézové reakce pomoci
genetické amplifikace, jez se zaméfuje na piislusné sekvence DNA jednotlivych Zivocisnych druhd.

Metoda polymerdzové fetézové reakce vyzaduje fazi extrakce DNA. Féze amplifikace se pouzivd na takto
ziskany extrakt DNA s cilem zjistit Zivocisné druhy, na néz je zkouska zaméfena.

Cinidla a vybaveni

Cinidla

Cinidla pro fdzi extrakce DNA

Pouzivaji se pouze Cinidla, kterd schvdlila a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referen¢ni labo-
ratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Cinidla pro fdzi genetické amplifikace

Primery a sondy

Pouziji se pouze primery a sondy validované Referen¢ni laboratoif EU pro Zivocisné proteiny v krmi-
vech (V).

Master Mix

Pouziji se pouze roztoky Master Mix, jeZ neobsahuji ¢inidla, kterd by mohla vést k nespravnym vysledkiim
z divodu pfitomnosti Zivocisné DNA (3).

Cinidla pro dekontaminaci

Roztok kyseliny chlorovodikové (0,1 mol/l).

Bélidlo (roztok hypochloritu sodného s 0,15 % aktivniho chléru)

Cinidla bez #fravych Gi¢inkd pro dekontaminaci nékladnych piistrojd, jako jsou napf. analytické vahy (napf-.
DNA Erase™ od spole¢nosti MP Biomedicals)

Vybaveni
Analytické vahy s presnosti 0,001 g

Rozmélnovaci zafizeni

Termocykler umoziujici polymerdzovou Fetézovou reakci v redlném case
Mikroodstredivka pro zkumavky do mikroodstiedivky

Sada mikropipet umoziujicich pipetovani od 1 pl do 1 000 pl

Bézné plastové vybaveni pro molekuldrni biologii: zkumavky pro mikroodsttedivky, plastové $picky mikro-
pipet s filtrem, vhodné misky pro termocykler

Mrazici boxy k uchovédvani vzorka a inidel

(") Seznam téchto primert a sond je pro jednotlivé druhy Zivocichii k dispozici na internetovych strankdch Referen¢ni laboratofe EU pro

zivo¢isné proteiny v krmivech.
(*) Piiklady Master Mixt, jez lze pouzit, jsou k dispozici na internetové strince Referencni laboratofe EU pro Zivocisné proteiny

v krmivech.
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Odbér a piiprava vzorkil

Odbér vzorkd

Pouziva se reprezentativni vzorek odebrany podle postupt stanovenych v piiloze 1.
Piiprava vzorkd

Pfiprava laboratornich vzorkd pro extrakci DNA musi spliiovat pozadavky stanovené v pifloze II. Alespon
50 g vzorku by mélo byt rozdéleno na dil¢i vzorky pro acely analyzy a ndsledné rozemleto.

Priprava vzorku probihd v jiné mistnosti, neZ je mistnost urcend k extrakci DNA a k reakcim genetické
amplifikace, jak je stanoveno v normé ISO 24276.

Pfipravi se dvé navazky vzorku, kazdd minimdlné o hmotnosti 100 mg.
Extrakce DNA

Extrakce DNA se provede u kazdé navazky vzorku piipravené podle standardniho opera¢niho postupu, jejz
stanovila a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referencni laborator EU pro Zivocisné proteiny
v krmivech (EURL-AP).

Pro kazdou ze sérii navdzek k extrakci se pfipravi dvé extrakéni kontroly, jak je stanoveno v normé ISO
24276:

— jedna slepd extrakéni kontrola,
— jedna extrakéni kontrola pozitivni DNA.
Genetickd amplifikace

Genetickd amplifikace se provadi s vyuZitim metod validovanych pro kazdy druh, ktery vyzaduje identi-
fikaci. Tyto metody jsou stanoveny ve standardnim operacnim postupu, jejz stanovila a na svych interne-
tovych strankdch zvefejnila Referen¢ni laboratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP). Kazdy
extrakt DNA se analyzuje alespon ve dvou rozdilnych fedénich, aby bylo mozné vyhodnotit inhibici.

Pro kazdy cilovy druh se pfipravi dvé kontroly amplifikace, jak je stanoveno v normé ISO 24276:

— kontrola pozitivni cilové DNA se pouzije pro kazdé z plat ¢ pro kazdou ze sérif zkousek prostfednic-
tvim polymerdzové fetézové reakee,

— kontrola amplifikacnich ¢inidel (nazyvand rovnéz beztempldtovéd kontrola) se pouzije pro kazdé z plat
¢i pro kazdou ze sérii zkousek prostiednictvim polymerdzové fetézové reakce.

Interpretace a vyjadfovdni vysledkii

Pfi nahlaovani vysledka uvadi laboratof minimédlné hmotnost pouzitych navdzek vzorku, pouzity zpiisob
extrakce, pocet provedenych stanoveni a mezni hodnotu detekce dané metody.

Vysledky se neinterpretuji a neohlasuji, pokud extrakéni kontrola pozitivni DNA a kontroly pozitivni cilové
DNA nejsou pro zkoumany cil pozitivni a zdroven je kontrola amplifikacnich ¢inidel negativni.

V piipadé neslucitelnych vysledkd ze dvou navdzek vzorku se zopakuje alespor fize genetické amplifikace.

Domnivé-li se laboratof, Ze neslucitelnosti by mohly byt zapfi¢inény extrakty DNA, provede se pted
vypoctenim vysledkll novd extrakce DNA a ndslednd genetickd amplifikace.

Kone¢né vyjadreni vysledkii vychdzi z integrace a interpretace vysledkt dvou navézek vzorku v souladu se
standardnim opera¢nim postupem, jejz stanovila a na svych internetovych strankdch zvefejnila Referencni
laboratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Negativni vysledek
Negativni vysledek se oznamuje takto:

V predlozeném vzorku nebyla zjisténa zddnd DNA z X (pficemz X oznacuje Zivocisny druh ¢&i skupinu
zivo¢isnych druhd, na ktery ¢i na kterou byla zkouska zaméfena).

Pozitivn{ vysledek
Pozitivn{ vysledek se oznamuje takto:

V predlozeném vzorku byla zjisténa DNA z X (pfiemz X oznacuje Zivo¢isny druh ¢i skupinu Zivocisnych
druht, na ktery ¢i na kterou byla zkouska zaméfena).“
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