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Na temelju ¢lanka 17. stavak 3. i ¢lanka 72. Zakona o hrani
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 50/04) i c¢lanka 17. Zakona o
Vijecu ministara Bosne i Hercegovine ("Sluzbeni glasnik BiH",
br. 30/03, 42/03, 81/06, 76/07, 81/07, 94/07 i 24/08), Vijece
ministara Bosne i Hercegovine, na prijedlog Agencije za
sigurnost hrane Bosne i Hercegovine, u suradnji s nadleznim
tijelima entiteta i Br¢ko Distrikta Bosne i Hercegovine, na 106.
sjednici odrzanoj 22. lipnja 2017. godine, donijelo je

PRAVILNIK

O IZMJENAMA 1 DOPUNAMA PRAVILNIKA O

METODAMA UZORKOVANJA I ANALIZA ZA
SLUZBENU KONTROLU KOLICINE MIKOTOKSINA U

HRANI

Clanak 1.

U Pravilniku o metodama uzorkovanja i analiza za sluzbenu
kontrolu koli¢ine mikotoksina u hrani ("Sluzbeni glasnik BiH",
br. 37/09 1 68/12), u Aneksu 1. u tocki 2.2. Tablica 1. zamjenjuje
se tablicom:

Tablica 1. Podjela serija na podserije ovisno o proizvodu i
masi serije

[Proizvod [Masa serije [Masailibroj [Nema pojedina¢nih [Masa skupnog]|
(tone) odserija uzoraka uzorka (u kg)
Zitarice i >300i<1 | 3 podserije 100 10
proizvodi 500
od Zitarica  |>50i<300| 100 tona 100 10
<50 — 3-100' 1-10
n
Clanak 2.

U Aneksu I. u tocki 2.3. na kraju druge alineje dodaje se
tekst:

"Za serije > 500 tona broj pojedina¢nih uzoraka predviden
jeutocki 12.2. Aneksa I.".

Fusnota ") mijenja se i glasi:

) Uzorkovanje tih serija izvodi se u skladu s pravilima
utvrdenima u dijelu L. Smjernice za uzorkovanje velikih serija
navode se u smjernicama dostupnim na sljedeéem linku:
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/guida
nce-sampling-final pdf

Pravila uzorkovanja koja, u skladu s BAS EN ISO
24333:2011 ili pravilima uzorkovanja GAFTA-e br. 124,
primjenjuju subjekti u poslovanju s hranom kako bi osigurali
sukladnost s odredbama zakonodavstva istovjetna su pravilima
uzorkovanja utvrdenima u dijelu L.

U pogledu uzorkovanja serija na prisutnost toksina
Fusarium plijesni, pravila uzorkovanja koja, u skladu s EN ISO
24333:2009 ili pravilima uzorkovanja GAFTA-e br. 124,
primjenjuju subjekti u poslovanju s hranom kako bi osigurali
sukladnost s odredbama zakonodavstv, istovjetna su pravilima
uzorkovanja utvrdenima u dijelu B."

Clanak 3.
U Aneksu I. u tocki 4.2. iza prve re¢enice dodaje se tekst:

! Ovisno o tezini serije — vidjeti Tablicu 2.

"Ova se metoda uzorkovanja primjenjuje i na sluzbenu
kontrolu najveéih dopustenih koliina propisanih za ohratoksin
A, aflatoksin B1 i ukupne aflatoksine u zacinima ¢ije su Cestice
relativno velike (veli¢ina Cestica usporediva s kikirikijem ili veéa,
npr. muskatni orascic)."

Clanak 4.

U Aneksu L. u tocki 5. prva recenica zamjenjuje se tekstom:

"Ova se metoda uzorkovanja primjenjuje na sluzbenu
kontrolu najve¢ih dopustenih koli¢ina propisanih za ohratoksin
A, aflatoksin B1 i ukupne aflatoksine u zafinima, osim u
slu¢ajevima zacina Cije su Cestice relativno velike (heterogena
distribucija kontaminacije mikotoksinom)."

Clanak 5.
U Aneksu I. u tocki 9. naslov i prva reCenica zamjenjuju se
tekstom:

" 9. METODE UZORKOVANJA ZA KRUTE PROIZVODE
OD JABUKA

Ova se metoda uzorkovanja primjenjuje na sluzbenu
kontrolu najvec¢ih dopustenih koli¢ina propisanih za patulin u
krutim proizvodima od jabuka, ukljucujuéi krute proizvode od
jabuka za dojencad i malu djecu.”

U tocki 9.1. iza rijeci: "naveden je u Tablici 1." briSu se
rijeci:

"Ako se radi o tekuéim proizvodima, serija se mora
temeljito izmijeSati onoliko koliko je to moguce ruéno ili
mehanic¢ki neposredno prije uzorkovanja. U tom slucaju,
podrazumijeva se homogena distribucija patulina u danoj seriji.
Dovoljno je uzeti tri pojedinacna uzorka iz serije da bi se dobio
skupni uzorak."

Clanak 6.

U Aneksu 1. iza tocke 11.3. dodaju se nove tocke 12. i 13.
koje glase:

"12. METODA UZORKOVANJA ZA VRLO VELIKE
SERIJE ILI SERIJE KOJE SE SKLADISTE ILI PREVOZE
TAKO DA NIJE MOGUCE UZORKOVANJE U CIJELOJ
SERLJI

12.1. Opéa nacela

Ako naCin prijevoza ili skladiStenja serije onemogucuje
uzimanje pojedinacnih uzoraka u cijeloj seriji, uzorkovanje tih
serija po mogucnosti treba provoditi kada je serija u protoku
(dinamicko uzorkovanje).

U slucaju velikih skladista namijenjenih za skladistenje
hrane, subjekte treba poticati da u skladiste ugrade opremu kojom
se omogucuje (automatsko) uzorkovanje cijele skladistene serije.

Kada se primjenjuju postupci uzorkovanja na nacin
predviden u dijelu 12., subjekte u poslovanju s hranom ili
njegove predstavnike treba obavijestiti o postupcima uzorko-
vanja. Ako subjekt u poslovanju s hranom ili njegov predstavnik
dovede u pitanje taj postupak uzorkovanja, subjekt u poslovanju s
hranom ili njegov predstavnik omogucuje nadleznom tijelu
provodenje uzrokovanja u cijeloj seriji na vlastiti troSak.

Dopusta se uzorkovanje dijela serije uz uvjet da koli¢ina
uzorkovanog dijela iznosi najmanje 10 % serije koju treba
uzorkovati. Ako je dio jedne serije hrane jednakog razreda ili
opisa uzorkovan te se utvrdi da ne udovoljava zahtjevima
propisa, pretpostavlja se da ni cijela serija ne udovoljava tim
zahtjevima, osim ako se daljnjom detaljnom analizom utvrdi da
nema dokaza za to da ostatak serije ne udovoljava zahtjevima.

Relevantne se odredbe, poput mase pojedinacnog uzorka
predvidene u drugim dijelovima ove tocke, primjenjuju na
uzorkovanje vrlo velikih serija ili serija koje se skladiste ili
prevoze tako da nije moguce uzorkovanje u cijeloj seriji.
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12.2. Broj pojedina¢nih uzoraka koje treba uzeti u slu¢aju
vrlo velikih serija

Kad se uzorkuju veliki dijelovi (uzorkovani dijelovi > 500
tona), broj pojedinaénih uzoraka koje treba uzeti = 100
pojedina¢nih uzoraka + Vtona. Medutim, u sluéaju kad je serija
manja od 1 500 tona i moZe se podijeliti na podserije u skladu s
Tablicom 1. to¢ke 2. ovogy Aneksa te uz uvjet da je podserije
moguée fizicki odvojiti, treba uzeti broj pojedinacnih uzorka
predviden u tocki 2.

12.3. Velike serije koje se prevoze brodom
12.3.1. Dinamicko uzorkovanje velikih serija koje se prevoze
brodom

Uzorkovanje velikih serija u brodovima po moguénosti se
provodi dok je proizvod u protoku (dinamicko uzorkovanje).

Uzorkovanje se provodi u brodskom skladistu (subjekt koji
se moze fizicki odvojiti). Medutim, brodska se skladiSta
djelomicno prazne jedna za drugim tako da pocetno fizicko
odvajanje vise ne postoji nakon prijenosa u skladisne objekte.
Uzorkovanje se stoga moZe provesti na temelju pocetnog
fizickog odvajanja ili na temelju odvajanja nakon prijenosa u
skladi$ne objekte.

Istovar broda moze trajati nekoliko dana. Obic¢no se uzorko-
vanje mora provesti u redovitnim intervalima za sve vrijeme
trajanja istovara. Medutim, nije uvijek moguce ili nije prikladno
da sluzbeni inspektor bude prisutan uzorkovanju za sve vrijeme
trajanja istovara. Stoga je dopusteno provesti uzorkovanje dijela
serije (uzorkovani dio). Broj pojedina¢nih uzoraka odreduje se uz
uzimanje u obzir veli¢ine uzorkovanog dijela.

Prisutnost inspektora potrebna je ¢ak i kada je sluzbeni
uzorak uzet automatski. Medutim, ako se automatsko uzorko-
vanje provodi na temelju unaprijed zadanih parametara koje nije
moguce mijenjati za vrijeme uzorkovanja, a pojedinacni se uzorci
skupljaju u zapeCadeni prijemni spremnik, ¢ime se sprjecava
svaka moguca prijevara, tada je prisutnost inspektora potrebna
samo na pocetku uzorkovanja, pri svakoj promjeni spremnika za
uzorak i na kraju uzorkovanja.

12.3.2. Staticko uzorkovanje serija koje se prevoze brodom

Ako se provodi staticko uzorkovanje, primjenjuje se
istovjetni postupak koji je predviden za skladi$ne objekte (silose)
kojima se pristupa odozgo (vidjeti tocku 12.5.1.).

Uzorkovanje se mora provesti na pristupacnom dijelu
(odozgo) serije/brodskog skladista. Broj pojedina¢nih uzoraka
odreduje se uz uzimanje u obzir veli¢ine uzorkovanog dijela.
12.4. Uzorkovanje velikih serija koje se skladiSte u
skladiStima

Uzorkovanje se mora provesti na pristupacnom dijelu serije.
Broj pojedina¢nih uzoraka odreduje se uz uzimanje u obzir
veli¢ine uzorkovanog dijela.

12.5. Uzorkovanje skladisnih objekata (silosa)
12.5.1. Uzorkovanje silosa kojima se (jednostavno) pristupa
odozgo

Uzorkovanje se mora provesti na pristupacnom dijelu serije.
Broj pojedinacnih uzoraka odreduje se uz uzimanje u obzir
veli¢ine uzorkovanog dijela.
12.5.2. Uzorkovanje silosa kojima se ne pristupa odozgo
(zatvoreni silosi)
12.5.2.1. Silosi kojima se ne pristupa odozgo (zatvoreni silosi)
pojedinacne veli¢ine > 100 tona

Hrana skladiStena u tim silosima ne moze se uzorkovati na
staticki nacin. Stoga, ako se hrana u silosu mora uzorkovati i ne
postoji moguénost premjestanja posiljke, potrebno je sklopiti
dogovor sa subjektom u skladu s kojim je on ili ona duzan
obavijestiti inspektora o tome kada ée se silos, djelomicno ili

potpuno, istovariti da bi se omogucilo uzorkovanje u trenutku
kada je hrana u protoku.
12.5.2.2. Silosi kojima se ne pristupa odozgo (zatvoreni silosi)
pojedinacne veli¢ine < 100 tona

Suprotno odredbi tocke 12.1. (uzorkovani dio najmanje 10
%), postupak uzorkovanja ukljucuje ispusStanje u prijemni
spremnik koli¢ine od 50 do 100 kg i uzimanje uzorka iz njega.
Veli¢ina skupnog uzorka u skladu je s cijelom serijom, a broj
pojedinacnih uzoraka odnosi se na koli¢inu hrane pustenu iz
silosa u prijemni spremnik za uzorkovanje.
12.6. Uzorkovanje hrane u rasutom stanju u velikim
zatvorenim spremnicima

Te se serije Cesto mogu uzorkovati samo nakon istovara. U
odredenim slucajevima nije mogucée obaviti istovar na mjestu
utovara ili kontrole te, stoga, uzorkovanje treba obavljati pri
istovaru tih spremnika. Subjekt mora obavijestiti inspektora o
mjestu i vremenu istovara spremnika.
13. METODA UZORKOVANJA DODATAKA ISHRANI
CIJA JE OSNOVA RIZA KOJA JE FERMENTIRALA S
POMOCU CRVENE PLIJESNI MONASCUS PURPUREUS

Ova se metoda uzorkovanja primjenjuje na sluzbenu
kontrolu najve¢ih dopustenih koli¢ina utvrdenih za citrinin u
dodacima prehrani ¢ija je osnova riza koja je fermentirala s
pomocu crvene plijesni Monascus purpureus.
Postupak uzorkovanja i veli¢ina uzorka

Postupak uzorkovanja temelji se na pretpostavci da se
dodaci prehrani ¢ija je osnova riza koja je fermentirala s pomocu
crvene plijesni Monascus purpureus stavljaju na trziSte u
maloprodajnim pakiranjima koja uobicajeno sadrze od 30 do 120
kapsula po maloprodajnom pakiranju.

Velitina serije Broj Veli¢ina uzorka
(broj maloprodajnih
maloprodajnih pakiranja l'(()je
pakiranja) treba uzeti za
uzorak
1-50 1 Sve kapsule
51-250 2 Sve kapsule
251-1000 W@ 1z svakog maloprodajnog pakiranja
luzetog za uzorak polovica kapsula
>1000 4+1 [£10 maloprodajnih pakiranja: iz svakog|

maloprodajno
pakiranje na 1 000
maloprodajnih
pakiranja s najvise
25 maloprodajnih
pakiranja

imaloprodajnog pakiranja polovica
lkapsula

10 maloprodajnih pakiranja: iz svakog
imaloprodajnog pakiranja uzima se
istovjetan broj kapsula kako bi se dobio
luzorak istovrsnog sadrzaja kao 5

imaloprodajnih pakiranja"

Clanak 7.

U Ancksu II. tocke 4.2. "Op¢i zahtjevi", 4.3. "Posebni
zahtjevi" 1 4.4. "Procjena mjerne nesigurnosti, izracun
iskoristenja (eng. Recovery) i izvjeS€ivanje o rezultatima"
mijenjaju se i glase:

""4.2. Op¢i zahtjevi

Potvrdne metode analize koje se koriste u svrhe kontrole
hrane sukladne su odredbama to€. 1. i 2. Aneksa II. Pravilnika o
sluzbenim kontrolama koje se provode radi verifikacije
postupanja sukladno odredbama propisa o hrani i hrani za
zivotinje te propisa o zdravlju i dobrobiti zivotinja ("Sluzbeni
glasnik BiH", broj 5/13).

4.3. Posebni zahtjevi
4.3.1. Posebni zahtjevi u pogledu potvrdnih metoda
4.3.1.1. Kriteriji ucinkovitosti

PreporuCuje se primjena potpuno validiranih potvrdnih
metoda (tj. metoda koje su validirane medulaboratorijskim
ispitivanjem relevantnih matrica) prema potrebi i dostupnosti.
Moguce je primjenjivati i druge odgovarajuée validirane
potvrdne metode (npr. metode koje su validirane u laboratoriju na
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relevantnim matricama koje pripadaju skupini proizvoda od Ako je mogucée, validacijom metoda koje su validirane u
interesa), uz uvjet da ispunjuju kriterije ucinkovitosti utvrdene  laboratoriju obuhvaca se certificirani referentni materijal.
sljede¢im tablicama.

Kriteriji u€inkovitosti za aflatoksine

a) Kriterij Raspon Preporudena vrijednost Najveca dopustena vrijednost
koncentracije

Slijepa proba Sve Zanemarivo =
[skoriStenje — aflatoksin M1 0,01-0,05 mg/kg lod 60 do 120 %

0,05 mg/kg od 70 do 110 %
[skoriStenje — aflatoksini By, B,, G,|< 1,0 mg/kg od 50 do 120 %
G,

1-10 mg/kg lod 70 do 110 %

10 mg/kg 80 do 110 %

(Obnovljivost RSDR Sve Dobivena s pomoc¢u Horwitzove jednadzbe (*), [2 x vrijednost dobivena s pomo¢u Horwitzove jednadzbe
) (5. )

[Ponovljivost RSDr mozZe se izraCunati kao 0,66 puta obnovljivost RSDR pri koncentraciji od interesa
[Napomena:

|— Vrijednosti koje treba primijeniti na B, i na zbroj B; + B, + G, + G,
|— Ako treba izraziti zbroj pojedinih aflatoksina B, + B, + G, + G,, tada odgovor svakog na analiti¢ki sustav mora biti ili poznat ili jednak.
b) [Kriteriji u¢inkovitosti za ohratoksin A

Razina Ohratoksin A
ng/kg RSD, % RSDg % Iskori§tenje %
1 <40 < 60 lod 50 do 120
> 1 <20 <30 lod 70 do 110
c) [Kriteriji u¢inkovitosti za patulin
Razina Patulin
ng/kg RSD, % RSD % Iskoritenje %
20 <30 <40 lod 50 do 120
20-50 <20 <30 od 70 do 105
50 EIS E25 d 75 do 105
d) [Kriteriji u¢inkovitosti za deoksinivalenol
Razina Deoksinivalenol
ng/kg RSD, % RSDg % Iskori§tenje %
100-< 500 <20 <40 d 60 do 110
500 <20 <40 lod 70 do 120
e) [Kriteriji u¢inkovitosti za zearalenon
Razina Zearal
ng/kg RSD, % RSDg % Iskoritenje %
< 50 <40 <50 lod 60 do 120
50 <25 <40 lod 70 do 120
f) [Kriteriji u¢inkovitosti za fumonizin B, i B, zasebno
Razina Fumonizin B, i B, zasebno
ng/kg RSD, % RSDg % IskoriStenje %
< 500 <30 < 60 lod 60 do 120
500 E20 E30 d 70 do 110
g) [Kriteriji u¢inkovitosti za toksine T-2 i HT-2 zasebno
Razina Toksini T-2 i HT-2 zasebno
ng/kg RSD, % RSDg % Iskoristenje %
15-250 <30 <50 d 60 do 130
250 <25 <40 lod 60 do 130
h) [Kriteriji u¢inkovitosti za citrinin
Razina Citrinin
ngkg  IRSD, % | Preporuceni RSDy % Najvisi dopusteni RSDy % Iskoristenje %
Sve 0,66 X RSDr IDobivena s pomoc¢u Horwitzove jednadzbe (*), (**) |2 x vrijednost dobivena s pomoc¢u Horwitzove jednadzbe (*), (**) fod 70 do 120

i) [Napomene uz kriterije u¢inkovitosti za mikotoksine:
|—Granice detekcije koristenih metoda nisu navedene jer su vrijednosti preciznosti dane za koncentracije od interesa.
|—Vrijednosti preciznosti raunaju se iz Horwitzove jednadzbe, a posebno iz izvorne Horwitzove jednadzbe (za koncentracije 1,2 x 107 < C <0,138) (*) te iz preinatene
Horwitzove jednadzbe (za koncentracije C < 1,2 x 107) (*¥).
(*) Horwitzova jednadzba za koncentracije 1,2 x 10-7 < C <0,138:
RSDg = 2(1-0,510gC)
(izvor: W. Horwitz, L.R. Kamps, K.W. Boyer, J.Assoc.Off.Analy.Chem.,1980., 63., 1344.)
(**) Preinagena Horwitzova jednadzba (*) za koncentracije C < 1,2 x 107:
RSDr=22%
(izvor: M. Thompson, Analyst, 2000., 125., str. 385.-386.)
pri ¢emu je:
— RSDg relativna standardna devijacija izraunata iz rezultata dobivenih uz uvjete obnovljivosti [(sR/) x 100],
— C omjer koncentracije (tj. 1 = 100 g/100 g, 0,001 = 1 000 mg/kg).
Ovo je opéa jednadzba preciznosti koja se pokazala neovisnom o analitu i matrici, ve¢ isklju¢ivo ovisi o koncentraciji za vecinu rutinskih metoda analize.
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4.3.1.2. Pristup 'spremnost za svrhu' (eng. Fitness for purpose)

Za metode koje su validirane u laboratoriju moze se, kao
alternativa, primijeniti pristup ,spremnost za svrhu’ (***) kako bi
se ocijenila njihova pogodnost za primjenu tijekom sluzbene
kontrole. Metode pogodne za primjenu tijekom sluzbene kontrole
moraju dati rezultate sa standardnom mjernom nesigurnoséu (u)
koja je manja od najveCe standardne mjerne nesigurnosti
izraCunate primjenom formule u nastavku:

Uf = /(LOD/2)? + (a % C)*

pri ¢emu je:

- Uf najveca standardna mjerna nesigurnost (ng/kg),

- LOD granica detekcije metode (ng/kg),

- o konstanta, brojcani faktor koji se koristi ovisno o
vrijednosti C. Vrijednosti koje treba koristiti utvrdene
su u tablici u nastavku,

- C koncentracija od interesa (pug/kg).

Ako metoda analize daje rezultate s mjernom nesigurnoséu
manjom od najvece standardne nesigurnosti, metoda se smatra
jednako pogodnom kao i ona koja udovoljava kriterijima
ucinkovitosti iz tocke 4.3.1.1.

Tablica
Brojcane vrijednosti koje treba Koristiti za o kao
konstantu u formuli utvrdenoj ovom to¢kom, ovisno o
koncentraciji od interesa

C (ng/kg) ¢
< 50 0,2
51-500 0,18
501-1 000 0,15
1 001-10 000 0,12
> 10 000 0,1

(*¥**) Izvor: M. Thompson i R. Wood, Accred. Qual. Assur., 2006., 10., str. 471.—
478.

4.3.2. Posebni zahtjevi u pogledu polukvantitativnih
orijentacijskih metoda
4.3.2.1. Podrudje primjene

Podru¢jem primjene obuhvadene su bioanaliticke metode
koje se temelje na imunoloskom prepoznavanju ili vezivanju na
receptore (poput ELISA-e, biokemijskih traka za testiranje eng.
dip-sticks, imunokromatografskih testova eng. lateral flow,
imunosenzora) te fiziokemijske metode koje se temelje na
kromatografiji ili na izravnoj detekciji s pomocéu masene
spektrometrije (npr. masena spektrometrija u ambijentalnom
okruzenju). Druge se metode (npr. tankoslojna kromatografija) ne
iskljucuju, uz uvjet da su dobiveni signali izravno povezani s
mikotoksinima od interesa te da se njima dopusta primjenjivost
nacela opisanog u ovom dokumentu.

Posebni se zahtjevi primjenjuju u pogledu metoda ¢iji je
rezultat mjerenja numericka vrijednost, naprimjer (relativni)
odgovor dobiven s pomocu Citaa biokemijske trake, signal iz

vezanog sustava tekuéinske kromatografije — masene
spektrometrije (LC-MS) itd. i da se primjenjuju uobicajeni
statisticki podaci.

Zahtjevi se ne primjenjuju u pogledu metoda kojima se ne
dobiva numericka vrijednost (npr. kada je rije¢ samo o crti koja je
prisutna ili nije prisutna), a u pogledu njih zahtijevaju se drugaciji
pristupi validaciji. Posebni zahtjevi u pogledu ovih metoda
navedeni su u tocki 4.3.3.

Ovim se dokumentom opisuju postupci validacije
orijentacijskih metoda s pomoc¢u unutarlaboratorijske validacije,
provjere  uéinkovitosti metode validirane s = pomocéu
unutarlaboratorijske vjezbe te validacije orijentacijske metode u
jednom laboratoriju.

4.3.2.2. Pojmovi

Orijentacijska ciljna koncentracija (STC): koncentracija od
interesa za detekciju mikotoksina u uzorku. Kada je svrha
ispitivanje sukladnosti s regulatornim dopustenim koli¢inama,
STC je jednak najvecoj primjenjivoj razini. Za ostale potrebe ili
kada nije utvrdena najvecéa razina, STC se unaprijed odreduje u
laboratoriju.

Orijentacijska metoda: metoda koja se koristi za odabir onih
uzoraka Ccije kolicine mikotoksina s odredenom sigurnoséu
premasuju orijentacijsku ciljnu koncentraciju (STC). Za potrebe
orijentacije u pogledu mikotoksina, postojanje 95-postotne
sigurnosti smatra se spremnim za svrhu. Rezultat orijentacijske
analize izrazava se kao ,negativan’ ili ,sumnjiv’. Orijentacijskim
je metodama omogucena jeftina analiza velikog broja uzoraka te
se tako povecava mogucénost otkrivanja novih pojava visoke
izlozenosti 1 rizika za zdravlje potroSaca. Ove se metode temelje
na bioanalitickim metodama LC-MS (tekucinska kromatografija
— masena spektrometrija) ili HPLC (tekucinska kromatografija
visoke ucinkovitosti). Rezultate dobivene iz uzoraka koji
premasuju grani¢nu vrijednost (eng. cut-off value) provjerava se
provodenjem potpune ponovne analize izvornog uzorka s
pomocu potvrdne metode.

,Negativni uzorak’ je uzorak ¢iji je udjel mikotoksina u
uzorku < STC sa sigurnoséu od 95 % (tj. postoji 5-postotna
moguénost da su uzorci netocno prikazani kao negativni).

,LaZzno negativni uzorak’ je wuzorak <¢iji je udjel
mikotoksina u uzorku > STC, no utvrden je kao negativan.

,Sumnjivi uzorak’ (orijentacijski pozitivan) je uzorak koji
premasuje grani¢nu vrijednost (vidjeti u nastavku) te moze
sadrzavati vece koli¢ine mikotoksina nego STC. U slucaju
sumnjivog rezultata pokreée se potvrdna analiza radi
jednoznacnog utvrdivanja mikotoksina i njegove kvantifikacije.

,LaZzno sumnjivi uzorak’ je negativni uzorak koji je
utvrden kao sumnjiv.

,Potvrdne metode’ su metode kojima se dobivaju potpuni
ili dopunski podaci, ¢ime se omogucuje utvrdivanje mikotoksina
i nedvojbeno kvantificiranje pri koli¢ini od interesa.

Razina graniéne vrijednosti: odgovor, signal ili
koncentracija dobiveni orijentacijskom metodom iznad koje se
uzorak razvrstava kao ,sumnjiv’. Grani¢na vrijednost odreduje se
tijekom wvalidacije te se njome uzima u obzir varijabilnost
mjerenja.

Negativni kontrolni uzorak (slijepa proba matrice): uzorak
za koji je poznato da u njemu nema (') mikotoksina za
orijentaciju, npr. prethodno je utvrdena dostatna osjetljivost
primjenom potvrdne metode. Ako nije moguée dobiti slijepi
uzorak, tada se moze koristiti materijal s najnizom dostupnom
koli¢inom, sve dok se na temelju te koli¢ine dolazi do zakljucka
da je orijentacijska metoda spremna za svrhu.

Pozitivni kontrolni uzorak: uzorak koji sadrzi mikotoksin u
orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji, npr. certificirani referentni
materijal, materijal poznatog sadrzaja (npr. ispitni materijal iz
ispitivanja sposobnosti) ili na druk¢iji nacin dovoljno obiljezen s
pomocu potvrdne metode. Ako ne postoji nijedna od prethodno
navedenih moguénosti, moze se uzeti mjeSavina uzoraka
razli¢itih razina kontaminacije ili obogacéeni uzorak pripremljen u
laboratoriju koji je dovoljno obiljezen, uz uvjet da se moze
dokazati da je razina kontaminacije provjerena.

4.3.2.3. Postupak validacije

Cilj je validacije dokazati spremnost orijentacijske metode
za svrhu. To se postize odredivanjem grani¢ne vrijednosti i odre-
divanjem postotka lazno negativnih i lazno sumnjivih rezultata. U
ova su dva parametra ugradene znacajke ucinkovitosti, poput
osjetljivosti, selektivnosti i preciznosti.
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Orijentacijske je metode mogude validirati unutar labora-
torija odnosno unutar jednog laboratorija. Ako su ve¢ dostupni
podaci unutarlaboratorijske validacije za odredene kombinacije
mikotoksina/matrice/STC-a, dostatno je obaviti provjeru
ucinkovitosti metode u laboratoriju koji primjenjuje metodu.

4.3.2.3.1. Pocetna validacija s pomo¢u validacije u jednom
laboratoriju
Mikotoksini:

Za svaki se pojedinacni mikotoksin iz podrucja primjene
provodi validacija. U slucaju bioanalitickih metoda kojima se
dobiva kombinirani odgovor za odredenu skupinu mikotoksina
(npr. aflatoksini B, B,, G; 1 Gy; fumonizini B; i B,), mora se
dokazati primjenjivost te se u podrucju primjene metode moraju
navesti ogranienja u pogledu ispitivanja. Ne smatra se da se
nepozeljnom unakrsnom reaktivnoséu (npr. DON-3-glukozid, 3-
ili 15-acetil-DON u imunoloskim metodama ispitivanja DON-a)
povecéava postotak lazno negativnih rezultata u pogledu ciljnih
mikotoksina, no moze do¢i do povecanja postotka lazno
sumnjivih rezultata. NepoZeljno povecanje opada provedbom
potvrdne analize radi jednozna¢nog utvrdivanja mikotoksina i
njihove kvantifikacije.

Matrice:

Pocetnu validaciju treba provesti za svaki proizvod,
odnosno, ako je poznato da se metoda moze primijeniti na vise
proizvoda, za svaku skupinu proizvoda. U potonjem se slucaju iz
te skupine odabire jedan reprezentativni i relevantni proizvod
(vidjeti Tablicu A).

Skup uzoraka:

Minimalan broj razli¢itih uzoraka koji je nuzan za provedbu
validacije jest 20 homogenih negativnih kontrolnih uzoraka i 20
homogenih pozitivnih kontrolnih uzoraka koji sadrze mikotoksin
u orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji, a koje se analizira pri
uvjetima srednje preciznosti (RSDg;) tijekom pet razli¢itih dana.
Druga je opcija mogucnost dodavanja skupu za validaciju
dodatnog skupa od 20 uzoraka koji sadrze drukcije koli¢ine
mikotoksina radi dobivanja uvida u kojoj se mjeri metodom
mogu razlikovati razliite koncentracije mikotoksina.

Koncentracija:

U pogledu svake orijentacijske ciljne koncentracije koju
treba korisriti za rutinsku primjenu, mora se provesti validacija.

4.3.2.3.2. Pocetna validacija medulaboratorijskim
ispitivanjem

Validacija medulaboratorijskim ispitivanjem provodi se u
skladu s medunarodno priznatim protokolom o medulaboratorij-
skim ispitivanjima (npr. ISO 5725:1994 ili IUPAC -
Medunarodno uskladeni protokol) na temelju kojeg se zahtijeva
ukljucivanje vaze¢ih podataka iz najmanje osam razli¢itih
laboratorija. Osim toga, jedina razlika u odnosu na validaciju u
jednom laboratoriju ocituje se u tome §to se > 20 uzoraka po
proizvodu/koli¢ini moze ujednaceno podijeliti medu laborato-
rijima koji sudjeluju, uz uvjet da jedan laboratorij obraduje
najmanje dva uzorka.

4.3.2.4. Odredivanje granicne razine i postotka laZno sumnjivih
rezultata slijepih uzoraka

Za osnovu za izraCun trazenih parametara uzimaju se
(relativni) odgovori u slucaju negativnih i pozitivnih kontrolnih
uzoraka.

Orijentacijske metode pri kojima je odgovor razmjeran
koncentraciji mikotoksina

Na orijentacijske metode pri kojima je odgovor razmjeran
koncentraciji mikotoksina primjenjuje se sljedece:

Granicna vrijednost = Rgrc — t-vrijednostygs * SDsrc

srednji odgovor pozitivnih kontrolnih uzoraka (pri

orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji)

t- jednosmjerna t-vrijednost kod koje je postotak lazno

vrijednost: negativnih rezultata 5 % (vidjeti Tablicu B)

SDgrc =  standardna devijacija orijentacijske metode kod koje
je odgovor obratno razmjeran koncentraciji
mikotoksina

Sli¢no tome, za orijentacijske metode pri kojima je odgovor
obratno razmjeran koncentraciji mikotoksina grani¢na vrijednost
odreduje se kao:

Granicna vrijednost = Rgrc + t-vrijednostygs * SDsrc

Primjenom ove specifiéne t-vrijednosti radi utvrdivanja
grani¢ne vrijednosti unaprijed je zadan postotak lazno negativnih
rezultata i iznosi 5 %.

Ocjena spremnosti za svrhu

Rezultati dobiveni na temelju negativnih kontrolnih uzoraka
koriste se za procjenu odgovarajuceg postotka lazno sumnjivih
rezultata. T-vrijednost izracunava se u slucaju kad je rezultat
negativnog kontrolnog uzorka veéi od grani¢ne vrijednosti te je
tako pogresno razvrstan kao sumnjiv.

t-vrijednost == (granicna vrijednost — srednja
vrijednostgijepa proba)/SDslijep aproba Za Orijentacijske metode pri
kojima je odgovor razmjeran koncentraciji mikotoksina

ili

t-vrijednost == (srednja vrijednost jepq proba — granina
vrijednost)/SDygjjepa prova za Orijentacijske metode kod kojih je
odgovor obratno razmjeran koncentraciji mikotoksina

Iz dobivene t-vrijednosti, na temelju stupnjeva slobode
izraunatih iz brojnih opita, moze se izracunati mogucénost pojave
lazno sumnjivih uzoraka za jednosmjernu raspodjelu (npr.

funkcija proraunske tablice ,TDIST’) ili preuzeti iz tablice t-

raspodjele.

Odgovarajuéom vrijedno$¢u jednosmjerne t-raspodjele
odreduje se postotak lazno sumnjivih rezultata.

Ovaj je koncept detaljno opisan uz navodenje primjera u

Casopisu  Analytical and Bioanalytical ~Chemistry DOI

10.1007/500216 -013-6922-1.

4.3.2.5. ProsSirenje podrucja primjene metode
4.3.2.5.1. Prosirenje podrudja primjene na druge
mikotoksine:

Rgre =

Kada se podrucju primjene postojece orijentacijske metode
dodaju novi mikotoksini, nuzno je provesti potpunu validaciju
radi dokazivanja pogodnosti metode.

4.3.2.5.2. ProSirenje na druge proizvode

Ako je orijentacijska metoda poznata ili se ocekuje da ce
biti primjenjiva na druge proizvode, provjerava se pouzdanost
njezine primjene na te druge proizvode. Sve dok novi proizvod
pripada skupini proizvoda (vidjeti Tablicu A) za koju je veé
provedena pocetna validacija, dostatno je provesti dodatnu
ograni¢enu validaciju. Za to je potrebno analizirati najmanje 10
homogenih negativnih i 10 homogenih pozitivnih kontrolnih
uzoraka (pri orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji) uz uvjete
srednje preciznosti. Pozitivni su kontrolni uzorci iznad grani¢ne
vrijednosti. Ako se ne ispuni ovaj kriterij, nuzno je provesti
potpunu validaciju.

4.3.2.6. Provjera metoda koje su ve¢ validirane
medulaboratorijskim ispitivanjima

U pogledu orijentacijskih metoda koje su veé¢ uspjesno
validirane medulaboratorijskim ispitivanjima, provjerava se
njihova ucinkovitost. Za to je potrebno analizirati najmanje 6
negativnih kontrolnih i 6 pozitivnih kontrolnih uzoraka (pri
orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji). Pozitivni su kontrolni uzorci
iznad grani¢ne vrijednosti. Ako se ne ispuni ovaj kriterij,
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laboratorij mora provesti analizu osnovnog uzroka kako bi
utvrdio razlog zbog kojeg ne mogu udovoljiti specifikacijama
koje su dobivene medulaboratorijskim ispitivanjem. Tek nakon
poduzimanja popravnih radnji u vlastitom laboratoriju ponovno
se provjerava u¢inkovitost metode. U slucaju da laboratorij nije u
mogucnosti provjeriti rezultate medulaboratorijskog ispitivanja,
trebat ¢e utvrditi vlastite granine vrijednosti provodeci cjelovitu
validaciju u jednom laboratoriju.

4.3.2.7. Postojana provjera metode/neprekidna validacija
metode

Nakon pocetne validacije dodatni se podaci o validaciji
dobivaju ukljuenjem najmanje dva pozitivna kontrolna uzorka u
svaku seriju uzoraka koje se provjerava. Jedan pozitivni kontrolni
uzorak je poznat uzorak (npr. jedan koriSten tijekom pocetne
validacije), drugi je od razli¢itog proizvoda iz iste skupine
proizvoda (u slucaju kad se analizira samo jedan proizvod, koristi
se drugi uzorak tog proizvoda). Nije obvezno ukljucivanje
negativnog kontrolnog uzorka. Rezultati dobiveni za dva
pozitivna kontrolna uzorka dodaju se postojeCem skupu za
validaciju.

Najmanje jednom godiSnje ponovno se utvrduje grani¢na
vrijednost, a pouzdanost metode ponovno ocjenjuje. Postojana
provjera metode sluzi za razliCite svrhe:

- kontrole kvalitete serije uzoraka koje se provjerava,

- dostave podataka o otpornosti metode pri uvjetima u

laboratoriju koji primjenjuje metodu,

- opravdanosti primjenjivosti metode na

proizvode,

- dopustanja prilagodbe grani¢nih vrijednosti u slucaju

postupnih odstupanja tijekom vremena.

razlicite

4.3.2.8. Izvjesée o validaciji

Izvjesée o validaciji sadrzi:

- izjavu o orijentacijskoj ciljnoj koncentraciji (STC),

- izjavu o dobivenoj grani¢noj vrijednosti.

Napomena: grani¢na vrijednost mora imati jednak broj
znacajnih znamenki kao i STC. Numericke vrijednosti koje se
koriste za izraGun granine vrijednosti moraju imati najmanje
jednu znacajnu znamenku vise od STC-a.

- izjavu o izraCunatom postotku lazno sumnjivih

rezultata.

- izjavu o nacinu dobivanja postotka lazno sumnjivih
rezultata.

Napomena: izjavom o izraCunatom postotku lazno

sumnjivih rezultata naznacuje se je li metoda spremna za svrhu s
obzirom na to da naznaCuje broj slijepih (ili nisku razinu
kontaminacije) uzoraka koji podlijezu provjeri.

Tablica A
Skupine proizvoda u usporedbi s kojima se vrednuju
orijentacijske metode

Skupine Kategorije Tipi¢ni reprezentativni proizvodi
proizvoda proizvoda obuhvacéeni kategorijom
[Visok udjel vode [Voéni sokovi Vabucni sok, sok od grozda

|Alkoholna pi¢a  [Vino, pivo, jabukovaca
IKorjenasto i Svjezi dumbir
lgomoljasto

ovrée

Zitarice ili voéni |Pire za dojen¢ad i malu djecu
1re

Oragasti plodovi |Orah, lje$njak, kesten

|Uljarice i njihovi [Uljana repica, suncokret, pamukovo

roizvodi sjeme, soja, kikiriki, sezam itd.

|Uljasto voce i [Ulja i paste (npr. maslac od kikirikija,

injihovi proizvodi [tahina)

[Visok udjel skroba i/ili [Zrna Zitarica i IPSenica, raz, je¢am, kukuruz, riza, zob,

[Visok udjel masti

Ivode i masti krekeri, Zitarice za dorucak, tjestenina
Suhi prasci za pripremu hrane za dojencad

i malu djecu

IProizvodi za

[posebne

imedicinske
otrebe

Citrusni proizvodi

|Visok udjel kiseline i
visok udjel vode (%)
,Komplicirani ili

j ; dinstveni proizvodi’

@]

Kakao i njegovi proizvodi, kopra i njezini
proizvodi,

kava, Caj

lzaCini, sladi¢

Smokve, grozdice (od bijelog grozda, od
bijelog grozda bez sjemenki, od crnog
lgrozda bez sjemenki)

\Visok udjel Secera, Suseno voce

nizak udjel vode

roteina te nizak udjel |njihovi proizvodi |integralni kruh, kruh od bijelog brasna,

Mlijeko i mlije¢ni Mlijeko Kravlje, kozje i bivolje mlijeko
proizvodi Sir Kravlji, kozji sir
Mlijecne Vogurt, vrhnje
preradevine (npr.
imlijeko u prahu)
Tablica B

Jednosmjerna t-vrijednost za postotak laZzno negativnih
rezultata od 5 %

Stupnjevi slobode Broj ponavljanja t-vrijednost (5 %)

10 11 1312
11 12 1,796
12 13 1,782
13 14 1,771
14 15 1,761
15 16 1,753
16 17 1,746
17 18 1,74

18 19 1,734
19 20 1,729
20 R1 1,725
21 22 1,721
22 R3 1717
23 R4 1,714
24 25 1711
25 26 1,708
26 R7 1,706
27 28 1,703
28 29 1,701
29 B0 1,699
30 31 1.697
(0 U1 1,684
60 61 1,671
120 121 1,658
P bo 1,645

4.3.3. Zahtjevi u pogledu kvalitativnih orijentacijskih metoda
(metode koje ne daju numericke vrijednosti)

Izradom smjernica za validaciju binarnih ispitnih metoda
trenutacno se bave razna tijela za normizaciju (npr. AOAC, ISO).
Nedavno je AOAC pripremio smjernice o ovoj temi. Taj se
dokument moZze smatrati najnovijim vaze¢im dokumentom u tom
podrucju. Stoga metode koje daju binarne rezultate (npr. vizualni
pregled biokemijske trake za testiranje) treba validirati u skladu s
tim smjernicama .

4.4. Procjena mjerne nesigurnosti, izracun iskoristenja i
izvje¥¢ivanje o rezultatima (*)
4.4.1. Potvrdne metode
Rezultat analize mora se prikazati na sljedeéi nacin:
(a) s korekcijom za iskoriStenje, pri ¢emu se navodi
razina iskoriStenja. Korekcija za iskoriStenje nije
potrebna ako je postotak iskoriStenja od 90 % do 110
%0;

(b) kao x +/~ U, pri ¢emu je x rezultat analize, a U

prosirena mjerna nesigurnost uz primjenu faktora

! http://www.aoac.org/imis15_prod/AOAC Docs/ISPAM/Qual Chem
Guideline_Final_Approved_031412.pdf
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pokrivanja 2, ¢ime se postize razina pouzdanosti od
oko 95 %.

Za hranu zivotinjskog podrijetla, uzimanje u obzir mjerne
nesigurnosti moze se provesti i utvrdivanjem granice odlu¢ivanja
(CCa) u skladu s Pravilnikom o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata ("Sluzbeni glasnik BiH" broj 95/10). (— u
slu¢aju tvari s utvrdenom dopustenom granicom).

Medutim, ako je rezultat analize znatno (> 50 %) nizi od
najvece razine ili mnogo visi od najvece razine (tj. vise od pet
puta veci od najvece razine) i uz uvjet da su koristeni primjereni
postupci za osiguranje kvalitete, a svrha je analize samo provjera
sukladnosti sa zakonskim odredbama, rezultat analize moze se
prikazati bez korekcije za iskoriStenje i u tim se slucajevima
korekcija za iskoristenje i mjerna nesigurnost mogu izostaviti.

Trenuta¢na pravila tumacenja rezultata analize s obzirom na
prihvacanje ili odbacivanje serije primjenjuju se na analiticki
rezultat dobiven na uzorku za sluzbenu kontrolu. U slucaju
analize u svrhu obrane ili arbitraze, primjenjuju se posebna
pravila.

4.4.2. Orijentacijske metode

Rezultat orijentacijske metode iskazuje se tako da je uzorak
sukladan ili da postoji sumnja o njegovoj neuskladenosti.

,Sumnja o neuskladenosti’ znac¢i da uzorak premasuje
grani¢nu vrijednost te moze sadrzavati vece koli¢ine mikotoksina
nego STC. U slu€aju sumnjivog rezultata, pokrece se potvrdna
analiza radi jednoznac¢nog utvrdivanja mikotoksina 1 njegove
kvantifikacije.

,Sukladan’ zna¢i da je udjel mikotoksina u uzorku < STC s
95-postotnom sigurnoscu (tj. postoji 5-postotna moguénost da su
uzorci netono prikazani kao negativni). Rezultat analize
prikazuje se kao ,< razine STC-a’, pri ¢emu je razina STC-a
navedena.

(") Smatra se da u uzorcima nema analita ako koli¢ina prisutna u uzorku ne
premasuje vise od jedne petine orijentacijske ciljne koncentracije (STC). Ako je
moguce kvantificirati koli¢inu s pomoc¢u potvrdne metode, mora se uzeti u obzir
koli¢ina radi ocjene validacije.

(%) Ako se tijekom ekstrakcije za stabilizaciju pH promjena koristi puferska otopina,
tad je moguce pripojiti ovu skupinu proizvoda jednoj skupini proizvoda ,visok udjel
vode’.

(*) ,Komplicirane ili jedinstvene proizvode’ treba potpuno validirati samo ako ih se
ucestalo analizira. Ako ih se tek povremeno analizira, validacija se moze svesti na
provjeru razina izvjes¢ivanja uz primjenu obogacenih ekstrakata slijepe probe.

(%) Vise se pojedinosti o postupcima za procjenu mjerne nesigurnosti i postupcima za
ocjenu iskoriStenja moZe pronaci u Izvje$¢u o odnosu izmedu analitickih rezultata,
mjerne nesigurnosti, faktora iskoriStenja i odredaba zakonodavstva EU-a o hrani i

hrani za Zzivotinje’ — http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/
report-sampling_analysis_2004_en.pdf"
Clanak 8.

Ovaj pravilnik stupa na snagu osmoga dana od dana objave
u "Sluzbenom glasniku BiH".
VM broj 173/17 Predsjedatelj
22. lipnja 2017. godine Vijeca ministara BiH
Sarajevo Dr. Denis Zvizdi¢, v. r.




