23.1.2013

Dziennik Urz¢dowy Unii Europejskiej

L 20/33

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 51/2013

z dnia 16 stycznia 2013 r.

zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 152/2009 w odniesieniu do metod analitycznych oznaczania
skladnikéw pochodzenia zwierzecego do celow urzedowej kontroli pasz

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,

uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 882/2004 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie
kontroli urzedowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia
zgodnosci z prawem paszowym i ZywnoSciowym oraz regulami
dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat (1),
w szczegllnosci jego art. 11 ust. 4,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1)  Artykut 7 ust. 1 rozporzadzenia (WE) nr 999/2001
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 maja 2001 r.
ustanawiajacego zasady dotyczace zapobiegania, kontroli
i zwalczania niektorych przenodnych gabczastych encefa-
lopatii (%) stanowi, ze zabrania si¢ karmienia przezuwaczy
biatkami pochodzenia zwierzgcego. Zakaz ten rozszerza
sie na zwierzeta inne niz przezuwacze oraz ogranicza sie,
w zakresie karmienia tych zwierzat produktami pocho-
dzenia zwierzg¢cego, zgodnie z zalgcznikiem IV do tego
rozporzadzenia.

(20  Artykut 11 ust. 1 rozporzadzenia (WE) nr 1069/2009
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 21 pazdziernika
2009 r. okreslajacego przepisy sanitarne dotyczace
produktéw  ubocznych  pochodzenia  zwierzgcego,
nieprzeznaczonych do spozycia przez ludzi, i uchylajg-
cego rozporzadzenie (WE) nr 1774/2002 (°) zabrania
skarmiania zwierzgt ladowych danego gatunku, innych
niz zwierzeta futerkowe, przetworzonym biatkiem zwie-
rzecym, pochodzacym z calych zwierzat lub z czgsci
zwierzgt tego samego gatunku, jak réwniez skarmiania
ryb hodowlanych przetworzonym biatkiem zwierzecym,
pochodzacym z calych ryb lub z czesci ryb tego samego
gatunku.

(3)  Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z dnia
27 stycznia 2009 r. ustanawiajgce metody pobierania
probek 1 dokonywania analiz do celow urzedowej

() Dz.U. L 165 z 30.4.2004, s. 1.
() Dz.U. L 147 z 31.5.2001, s. 1.
() Dz.U. L 300 z 14.11.2009, s. 1.

kontroli pasz (*) okresla w zalaczniku VI metody analizy
dotyczace oznaczania skladnikéw pochodzenia zwierzg-
cego do celéw urzedowej kontroli pasz. Metodg mikro-
skopowa, ktéra jest obecnie jedyna zatwierdzong metoda
wykrywania obecnosci biatek zwierzecych w  paszach,
mozna rozrozni¢ obecno$¢ skladnikow pochodzacych
ze zwierzat ladowych od obecnosci skladnikéw pocho-
dzacych z ryb, ale nie mozna z wystarczajacg doktadno-
Scig okresli¢ ilosci skladnikéw zwierzecych obecnych
w paszy i w zwigzku z tym metoda ta nie powinna
by¢ wykorzystywana do tego celu.

(4)  Laboratorium referencyjne UE ds. bialek zwierzecych
w paszach zatwierdzito nowg metode wykrywania sktad-
nikéw zwierzecych opartg na lafcuchowej reakeji poli-
merazy (PCR). Analiza wykonalnosci, zorganizowana
z udzialem krajowych laboratoriéw referencyjnych
panstw czlonkowskich, wykazala, ze nowa metoda jest
wystarczajaco skuteczna, by ja stosowaé jako metode
urzedowej kontroli w Unii. Ta nowa metoda jest w stanie
wykry¢ obecno$¢ skladnikéw pochodzenia zwierzecego
w paszach, a takze zidentyfikowal pochodzenia gatun-
kowe tych sktadnikow. Stosowanie nowej metody w pola-
czeniu z metoda mikroskopows lub, w stosownych przy-
padkach, w jej zastgpstwie byloby bardzo pomocne
w kontroli wlasciwej realizacji zakazéw paszowych usta-
nowionych w rozporzadzeniach (WE) nr 999/2001
i (WE) nr 1069/2009.

(5)  Nalezy zatem odpowiednio zastapi¢ zalacznik VI do
rozporzadzenia (WE) nr 152/2009.

(6)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z opinig Stalego Komitetu ds. Lancucha
ZywnoSciowego i Zdrowia Zwierzat i ani Parlament
Europejski, ani Rada nie wyrazily wobec nich sprzeciwu,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Zalacznik VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 zastepuje
si¢ tekstem zalacznika do niniejszego rozporzadzenia.

() Dz.U. L 54 z 26.2.2009, s. 1.
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Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w Zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku
Urzgdowym Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w caloici i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 16 stycznia 2013 r.

W imieniu Komisji
José Manuel BARROSO
Przewodniczgcy
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ZALACZNIK

ZALACZNIK VI

METODY ANALIZY DOTYCZACE OZNACZANIA SKEADNIKOW POCHODZENIA ZWIERZECEGO DO

2.1.
2.1.1.

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.

2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.3.1.
2.1.2.1.3.2.
2.1.2.1.3.3.

2.1.2.1.4.
2.1.2.1.4.1.

CELOW URZEDOWE] KONTROLI PASZ

CEL I ZAKRES

Sktadniki pochodzenia zwierzecego w paszach oznacza si¢ metoda mikroskopii $wietlnej lub laficuchowa
reakcja polimerazy (PCR), zgodnie z przepisami okre§lonymi w niniejszym zalaczniku.

Te dwie metody umozliwiaja wykrycie wystgpowania sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego w materiatach
paszowych i mieszankach paszowych. Nie umozliwiajg one jednak obliczenia ilosci takich skladnikéw
w materialach paszowych i mieszankach paszowych. W przypadku obu metod granica wykrywalnosci
wynosi ponizej 0,1 % (w/w).

Metoda PCR umozliwia okreslenie grupy taksonomicznej skladnikéw pochodzenia zwierzecego obecnych
w materiatach paszowych i mieszankach paszowych.

Metody te stosuje si¢ do kontroli stosowania zakazéw ustanowionych w art. 7 ust. 1 i w zalgczniku IV do
rozporzgdzenia (WE) nr 999/2001 oraz w art. 11 ust. 1 rozporzgdzenia (WE) nr 1069/2009.

W zaleznosci od rodzaju badanej paszy metody te moga by¢ stosowane, w ramach jednego protokolu
operacyjnego, samodzielnie albo wspélnie, zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi, ustano-
wionymi przez laboratorium referencyjne UE ds. bialek zwierzecych w paszach (EURL-AP) i opublikowa-
nymi na jego stronie internetowej (!).

METODY
Metoda mikroskopii $wietlnej
Zasada

Sktadniki pochodzenia zwierzgcego, ktore mogag by¢ obecne w materiatach paszowych i mieszankach
paszowych przestanych do analizy, s identyfikowane na podstawie typowych i mikroskopowo identyfi-
kowalnych cech charakterystycznych, np. wiékien mig$niowych i innych czastek tkanki migsnej, chrzastki,
kosci, rogbéw, wlosow, szczeciny, krwi, pior, skorup jaj, osci ryb i tusek.

Odczynniki i sprzgt
Odczynniki
Odczynnik zageszczajacy

Tetrachloroetylen (gesto$¢ 1,62)

Odczynnik barwigcy

Roztwér czerwieni alizarynowej (rozcienczy¢ 2,5ml 1M kwasu chlorowodorowego w 100 ml wody
i doda¢ do tego roztworu 200 mg czerwieni alizarynowej)

Srodki zamykajace
tug (NaOH 2,5 %, w|v lub KOH 2,5 %, w/v)
Glicerol (nierozcienczony, lepkosé: 1 490 cP)

Norland ® Optical Adhesive 65 (lepko$é: 1200 c¢P) lub zywica o réwnowaznych wilasciwosciach do
przygotowania trwalych preparatéw mikroskopowych

Srodki zamykajace o wiasciwosciach barwigcych

Plyn Lugola (rozpusci¢ 2 g jodku potasu w 100 ml wody i dodaé 1 g jodu, czesto wstrzasajac)

(") http:/[eurl.craw.eu|
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2.1.2.1.4.2.
2.1.2.1.4.3.

2.1.2.1.4.4.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.
2.1.2.2.
2.1.2.2.1.

2.1.2.2.2.
2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.

2.1.2.2.8.

2.1.3.
2.1.3.1.

Odczynnik cystynowy (2 g octanu ofowiu, 10 g NaOH/100 ml wody)

Odczynnik Fehlinga (sporzadzony przed uzyciem z réwnych czgsci (1/1) roztworéw podstawowych A i B.
Roztwér A: rozpuscié 6,9 g pentahydratu siarczanu miedzi(ll) w 100 ml wody. Roztwér B: rozpuscié
34,6 g tetrahydratu winianu potasowo-sodowego i 12 ¢ NaOH w 100 ml wody)

Tetrametylobenzydyna/nadtlenek wodoru. (rozpusci¢ 1g 3,3’,5,5 tetrametylobenzydyny (TMB) w 100 ml
kwasu octowego lodowatego i 150 ml wody. Przed uzyciem zmieszaé 4 czgéci tego roztworu TMB z 1
czescia 3 % nadtlenku wodoru)

Odczynniki chemiczne do plukania

Etanol > 96 % (techniczny)

Aceton (techniczny)

Odczynnik bielacy

Handlowy roztwoér podchlorynu sodowego (9-14 % aktywnego chloru)
Sprzet

Waga analityczna wazaca z dokladnoscig do 0,001 g

Sprzgt do rozdrabniania: miynek lub mozdzierz

Sita 0 kwadratowych oczkach 0,25 mm i szerokosci 1 mm

Szklany stozkowy rozdzielacz o pojemnosci 250 ml z kranem z teflonu lub szkla szlifowanego u podstawy
stozka. Srednica otworu kranu musi wynosi¢ > 4 mm. Alternatywnie mozna uzy¢ zlewki osadowej ze

stozkowym dnem, pod warunkiem ze laboratorium wykazalo, iz poziomy wykrywalnosci sa réwnowazne
z poziomami uzyskanymi przy uzyciu szklanego rozdzielacza.

Rozdzielacz

/“

250 ml

srednica 4mm

Mikroskop stereoskopowy umozliwiajacy powigkszenie koficowe w zakresie co najmniej 6,5x—40x

Mikroskop zlozony, z jasnym polem widzenia, umozliwiajagcy powigkszenie konicowe w zakresie co
najmniej 100x—400%. Dodatkowo mozna wykorzysta¢ $wiatlo spolaryzowane i kontrast interferencyjno-
rézniczkowy

Standardowe szklo laboratoryjne

Sprzgt do przygotowania preparatdw mikroskopowych: podstawowe szkietka mikroskopowe, szkietka
podstawowe z wglebieniem, szkietka nakrywkowe (20 x 20 mm), pincety, cienka fopatka

Pobieranie i przygotowywanie prébek

Pobieranie probek

Nalezy uzy¢ reprezentatywnej probki, pobranej zgodnie z przepisami okreslonymi w zataczniku L.
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2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.3.3.1.

2.1.3.3.2.

2.1.3.3.3.

2.1.33.4.

2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.3.4.

Niezbedne Srodki ostroznosci

W celu uniknigcia w laboratorium zanieczyszczenia krzyzowego wszelki sprzet wielokrotnego uzytku
nalezy starannie czySci¢ przed uzyciem. Czgsci rozdzielacza musza by¢ demontowane przed czyszczeniem.
Czgéci rozdzielacza oraz szklo laboratoryjne nalezy wstgpnie wymy¢ recznie, a nastgpnie wymyé
w zmywarce. Sita czySci si¢ z uzyciem szczotki o twardym syntetycznym wlosiu. Po przesianiu substancji
tluszczowej, np. maczki rybnej, zaleca si¢ ostateczne czyszczenie sit acetonem i sprezonym powietrzem.

Przygotowanie probek innych niz tluszczu lub oleju

Suszenie probek: probki o wilgotnosci > 14 % musza by¢ przed obrébka wysuszone.

Wstepny przesiew prébek: zaleca si¢ wstepne przesianie pasz granulowanych i ziarnistych przez sito
o oczkach 1 mm, a nastepnie przygotowanie i analiz¢ dwoch uzyskanych frakcji traktowanych jako
odrebne probki.

Pobieranie podprdbek i rozdrabnianie: z co najmniej 50 g prébki nalezy utworzy¢ podprobke do analizy,
a nastepnie rozdrobnic.

Ekstrakcja i przygotowanie osadu: porcj¢ rozdrobnionej podprébki o masie 10 ¢ (z dokladnoscia do
0,01 g) umieszcza si¢ w rozdzielaczu lub zlewce osadowej ze stozkowym dnem i dodaje si¢ 50 ml
tetrachloroetylenu. Porcje umieszczong w rozdzielaczu ogranicza si¢ do 3 g w przypadku maczki rybnej
lub innych czystych produktéw zwierzecych, skladnikow mineralnych lub premiksow, ktore wytwarzaja
wiecej niz 10 % osadu. Mieszaning nalezy wstrzasaé energicznie przez co najmniej 30 s i ostroznie dodaé
co najmniej kolejne 50 ml tetrachloroetylenu, zmywajac wewngtrzng powierzchni¢ rozdzielacza, aby
usungl wszelkie przylegajace czastki. Otrzymang mieszaning nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 minut
przed oddzieleniem osadu poprzez otwarcie kranu.

W przypadku uzycia zlewki osadowej ze stozkowym dnem mieszaning nalezy energicznie mieszaé przez
co najmniej 15 sekund, a wszelkie czgstki przylegajace do $cianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢
z wewnetrznej powierzchni, stosujac co najmniej 10 ml czystego tetrachloroetylenu. Mieszaning nalezy
pozostawi¢ na 3 minuty, a nastepnie mieszaé ponownie przez 15 sekund, a wszelkie czastki przylegajace
do $cianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosujgc co najmniej 10 ml czystego
tetrachloroetylenu. Otrzymang mieszaning nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 minut, a nastepnie usungé
plynng frakcje poprzez staranng dekantacje, przy czym nalezy uwazaé, aby nie utraci¢ czesci osadu.

Osad nalezy osuszy¢, a nastepnie zwazy¢ (z dokladnoscig do 0,001 g). Jezeli wigcej niz 5 % osadu stanowig
czastki > 0,50 mm, nalezy go przesia¢ przez sito o oczkach 0,25 mm i zbadaé dwie uzyskane frakcje.

Ekstrakcja i przygotowanie flotatu: po odzyskaniu osadu metodg opisang powyzej, w rozdzielaczu powinny
pozostaé dwie fazy: faza plynna skladajaca sie z tetrachloroetylenu oraz faza stala utworzona z materialu
flotacyjnego. Ta faza stala jest flotatem i nalezy ja odzyskaé poprzez calkowite odlanie tetrachloroetylenu
z rozdzielacza przez otwarcie kranu. Poprzez odwrdcenie rozdzielacza flotat przenosi si¢ na duza plytke
Petriego i suszy powietrzem w okapie wyciggowym. Jezeli wigcej niz 5% flotatu stanowig czastki >
0,50 mm, nalezy go przesial przez sito o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzyskane frakcje.

Przygotowanie surowca: nalezy przygotowaé co najmniej 5 g porcj¢ rozdrobnionej podprobki. Jezeli wigcej
niz 5 % materiatu stanowia czastki > 0,50 mm, nalezy go przesia¢ przez sito o oczkach 0,25 mm i zbadaé
dwie uzyskane frakcje.

Przygotowanie probek skladajacych si¢ z tluszczu lub oleju

Do przygotowania probek skladajacych sie z tluszczu lub oleju stosuje si¢ nastgpujacy protokok:

— jezeli thuszcz znajduje si¢ w stanie stalym, nalezy go ogrzewal w suszarce az do uzyskania postaci
plynn,

— pipetg przenie$¢ 40 ml tluszczu lub oleju z dna prébki do probéwki wirdwkowej,
— wirowa¢ przez 10 minut przy 4 000 obr./min,

— jezeli tluszez jest zestalony po odwirowaniu, nalezy go ogrzewaé w suszarce az do uzyskania postaci
plynnc,

— ponownie wirowa¢ przez 5 minut przy 4 000 obr./min,
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2.1.3.5.

2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

— malg lyzka lub topatka laboratoryjng przenies¢ potowe zdekantowanych zanieczyszczen na szkietka
mikroskopowe w celu zbadania; jako $rodek zamykajacy zaleca si¢ gliceryne,

— pozostale zanieczyszczenia wykorzystuje si¢ do przygotowania osadu w sposéb opisany w pkt 2.1.3.3.

Stosowanie odczynnikéw barwigcych

W celu ulatwienia poprawnej identyfikacji skladnikéw pochodzenia zwierzgcego, podczas przygotowania
probki laborant moze uzywaé odczynnikéw barwiacych zgodnie z wytycznymi wydanymi przez EURL-AP
i opublikowanymi na jego stronie internetowej.

W przypadku uzycia do barwienia osadu roztworu czerwieni alizarynowej stosuje si¢ nastgpujacy protokot:

— wysuszony osad przenie$¢ do szklanej probowki i dwukrotnie przeptukaé stosujac okoto 5 ml etanolu
(za kazdym razem stosowal wstrzgsarke przez 30 s, rozpuszczalnik pozostawi¢ na okolo 1 min 30 s
do osadzenia i nastgpnie go odlac,

— osad wybieli¢ przez dodanie co najmniej 1 ml roztworu podchlorynu sodowego. Pozwoli¢ na przebieg
reakgji przez 10 minut. Probéwke napelni¢ woda, osad musi osadza¢ si¢ od 2 do 3 minut, a wodg
z zawieszonymi czastkami delikatnie odlag,

— osad przeplukaé jeszcze dwukrotnie okolo 10 ml wody (za kazdym razem stosowaé wstrzasarke przez
30 s, pozostawi¢ do osadzenia i odla¢ wode),

— doda¢ 2 do 10 kropli roztworu czerwieni alizarynowej, a nastgpnie mieszaning wymiesza¢ wstrzgsarka.
Pozwoli¢ na przebieg reakcji przez 30 s i dwukrotnie przeptukaé zabarwiony osad stosujac okoto 5 ml
etanolu, a nastgpnie przeplukal go raz acetonem (za kazdym razem stosowal wstrzasarke przez 30's,
rozpuszczalnik pozostawi¢ na okolo 1 min do osadzenia i nastgpnie go odlad),

— zabarwiony osad nalezy osuszy¢.

Badanie mikroskopowe
Przygotowanie preparatow

Preparaty mikroskopowe przygotowuje si¢ z osadu i, w zaleznoSci od wyboru laboranta, z flotatu albo
z surowca. Je§li podczas przygotowania probki zastosowano przesiewanie, nalezy przygotowaé dwie uzys-
kane frakcje (drobna i gruboziarnistg). Nawazki z frakeji rozprowadzone w preparatach musza by¢ repre-
zentatywne dla calej frakcji.

Nalezy przygotowal wystarczajacy liczbe preparatéw w celu zapewnienia pelnej realizacji protokotu badaw-
czego okreslonego w pkt 2.1.4.2.

Preparaty mikroskopowe montuje si¢ przy uzyciu odpowiedniego $rodka zamykajacego zgodnie ze stan-
dardowg procedurg operacyjng ustalong przez EURL-AP i opublikowang na jego stronie internetowej.
Preparaty nalezy przykry¢ szkietkami nakrywkowymi.

Protokoly obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzgcych w mieszankach paszowych i materiatach paszo-

wych

Preparaty mikroskopowe bada si¢ zgodnie z protokofami obserwacji okreSlonymi na schemacie 1 dla
mieszanek paszowych i materialéw paszowych innych niz czysta maczka rybna lub na wykresie 2 dla
czystej maczki rybnej.

Przy uzyciu mikroskopu zlozonego przeprowadza si¢ obserwacje mikroskopowa osadu i, w zaleznosci od
wyboru laboranta, flotatu lub surowca. W przypadku frakcji gruboziarnistych poza mikroskopem
ztozonym mozna dodatkowo uzy¢ mikroskopu stereoskopowego. Kazdy preparat nalezy obserwowaé
w caloéci stosujac rozne powickszenia.

Nalezy Scisle przestrzega¢ minimalnej liczby preparatéw jakie zgodnie z protokolem obserwacji nalezy
obserwowa¢ na kazdym etapie, chyba ze caly podzielony na frakcje material nie pozwala osiggnaé¢ wyma-
ganej liczby preparatéw. Nie mozna obserwowaé wigcej niz 6 preparatow na jedno oznaczenie.

W celu ulatwienia identyfikacji rodzaju oraz pochodzenia czastek, laborant moze wykorzystaé narzedzia
pomocnicze, takie jak systemy wspomagajace podejmowanie decyzji, biblioteki obrazéw oraz probki
referencyjne.
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Schemat 1

Protokol obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach paszowych i materialach paszowych

TAK

innych niz maczka rybna

NIE

proces rozdrabniania prébki

3 preparaty z osadu
+

1 preparat z flotatu lub surowca

TAK prébka

zwierzecych tego
samego rodzaju?

1 preparat z osadu

kryto >5 czgstek
zwierzgcych tego
amego rodzaju?

1 preparat
z flotatu lub
surowca

wykryto czastki
zwierzece?

zgodnie z

zgodnie z pkt
2.1.5.3 dla RYB

prébka zgtoszona

zapewnia 95 % czgstek
< 0,50 mm

.

przesiew przez sito
0,25 mm

powtdrzenie analizy
zgodnie
z pkt 2.1.4.3

zgtoszona

liczba czastek z ryb?

rodzaj czgstek
zwierzgeych?

ZWIERZETA LADOWE

liczba czastek ze
zwierzat lagdowych?

powtérzenie analizy
pkt 2.1.5.3 dla
L

probka zgtoszona

zgodnie z pkt 2.1.4.3

3 preparaty z osadu < 0,25 mm
+
1 preparat z flotatu lub surowca < 0,25 mm

kryto > 5 czgstek
zwierzecych tego
amego rodzaju?

1 preparat z osadu > 0,25 mm

kryto > 5 czgstek
zwierzecych tego
amego rodzaju?

1 preparat z flotatu lub
surowca > 0,25 mm

wykryto czastki
zwierzece?

zgodnie z pkt 2.1.5.1
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Schemat 2

TAK ﬁooes rozdrabniania zapewnia NIE

3 preparaty z osadu

zwierzat ladowych?

Wykryto > 5 czgstek z€

2 preparaty z osadu

zwierzat lgdowych?

wykryto > 5 czgstek ze

1 preparat
z flotatu lub
surowca

wykryto czastki ze
zwierzat ladowych?

TAK

95 % czgstek
\ < 0,50 mm

prébka zgtoszona
zgodnie z pkt 2.1.5.3 dla
ZWIERZAT LADOWYCH

liczba czastek ze zwierzat

Protokol obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w maczce rybnej

przesiew przez sito
0,25 mm

3 preparaty z osadu
< 0,25 mm

wykryto > 5 czastek
ze zwierzat
lgdowych?

NIE

2 preparaty z osadu
> 0,25 mm

TAK

wykryto > 5 czastek

ladowych?

powtérzenie analizy
zgodnie z pkt 2.1.4.3

prébka zgtoszona

ze zwierzat
ladowych?

NIE

1 preparat z flotatu lub
surowca < 0,25 mm

TAK

wykryto czastki ze
zwierzat ladowych?

zgodnie z pkt 2.1.5.1 dla
ZWIERZAT LADOWYCH
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

2.1.5.3.

Liczba oznaczen

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z protokolem obserwacji przedstawionym na
schemacie 1 lub w stosownym przypadku na schemacie 2 nie wykryto zadnej czastki zwierzecej danego
rodzaju (tj. zwierzecia ladowego lub ryby), dodatkowe oznaczanie nie jest konieczne, a wynik analizy
przekazuje si¢ stosujac terminologie okreslong w pkt 2.1.5.1.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z protokofem obserwacji przedstawionym na
schemacie 1 lub w stosownym przypadku na schemacie 2, faczna liczba wykrytych czastek zwierzecych
danego rodzaju (tj. zwierz¢cia ladowego lub ryby) wynosi od 1 do 5, wykonuje si¢ drugie oznaczanie przy
uzyciu nowej 50 g podprébki. Jesli w wyniku tego drugiego oznaczenia liczba wykrytych czastek zwie-
rz¢cych danego rodzaju wynosi od 0 do 5, wynik analizy przekazuje si¢ stosujac terminologie okreslona
w pkt 2.1.5.2 i wykonuje si¢ trzecie oznaczanie przy uzyciu nowej 50 g podprébki. Niemniej jednak, jezeli
w wyniku pierwszego i drugiego oznaczenia suma czastek danego rodzaju wykrytych podczas dwoch
oznaczen jest wyzsza niz 15, dodatkowe oznaczanie nie jest konieczne, a wynik analizy przekazuje sig
bezposrednio, stosujac terminologi¢ okreslona w pkt 2.1.5.3. Jezeli w wyniku trzeciego oznaczenia suma
czastek zwierzecych danego rodzaju wykrytych podczas trzech oznaczen jest wyzsza niz 15, wynik analizy
przekazuje si¢, stosujac terminologie okreSlong w pkt 2.1.5.3. W przeciwnym wypadku wynik analizy
przekazuje sig, stosujac terminologi¢ okreslong w pkt 2.1.5.2.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z protokolem obserwacji przedstawionym na
schemacie 1 lub w stosownym przypadku na schemacie 2, wykryto ponad 5 czastek zwierzgcych danego
rodzaju (tj. zwierzecia ladowego lub ryby), wynik analizy przekazuje si¢ stosujac terminologi¢ okre$lona
w pkt 2.1.5.3.

Przedstawianie wynikow

Przekazujac wyniki laboratorium musi podac jakiego typu material poddano analizie (osad, flotat czy
surowiec) oraz liczb¢ wykonanych oznaczen.

Sprawozdanie laboratoryjne musi zawiera¢ co najmniej informacje o wystegpowaniu skfadnikéw pocho-
dzenia zwierzgcego ze zwierzat ladowych i z ryb.

Sprawozdania dotyczace poszczeglnych przypadkéw nalezy sktadaé w nastgpujacy sposéb.
Nie wykryto zadnych czgstek zwierzgcych danego rodzaju:

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej probce nie wykryto zadnych czastek pochodzacych ze
zwierzat ladowych,

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej probee nie wykryto zadnych czastek pochodzacych z ryb,
Wykryto $rednio od 1 do 5 czastek zwierzgcych danego rodzaju:

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej prébce wykryto Srednio na oznaczenie nie wigcej niz 5
czastek pochodzacych ze zwierzat ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrzastki,
migénie, sier$¢, rogi ...]. Ta niewielka obecno$¢ — ponizej granicy wykrywalnosci metody mikrosko-
powej — oznacza, ze nie mozna wykluczy¢ ryzyka wyniku falszywie dodatniego.

Lub, w stosownych przypadkach,

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej prébce wykryto Srednio na oznaczenie nie wigcej niz 5
czastek pochodzacych z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [o$ci, rybie tuski, chrzastki,
mig$nie, otolit, skrzela ...]. Ta niewielka obecno$¢ — ponizej granicy wykrywalno$ci metody mikrosko-
powej — oznacza, ze nie mozna wykluczy¢ ryzyka wyniku falszywie dodatniego.

W przypadku wstepnego przesiewu probki, sprawozdanie laboratoryjne musi okreslic w jakiej frakcji
(sitowej, granulowanej czy ziarnistej) wykryto czastki zwierzece, poniewaz wykrycie czastek zwierzecych
tylko we frakeji sitowej moze wynika¢ z zanieczyszczenia $rodowiskowego.

Wykryto $rednio ponad 5 czastek zwierzecych danego rodzaju

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej probce wykryto $rednio na oznaczenie ponad 5 czastek
pochodzacych ze zwierzat ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrzastki, mig$nie,
sier$¢, rogi ...].
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2.2.2.2.5.
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2.2.2.2.7.

Lub, w stosownych przypadkach,

— uzywajac mikroskopu optycznego w badanej prébce wykryto $rednio na oznaczenie ponad 5 czastek
pochodzacych z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [osci, rybie tuski, chrzastki, mig$nie,
otolit, skrzela ...].

W przypadku wstepnego przesiewu probki, sprawozdanie laboratoryjne musi okresli¢ w jakiej frakeji
(sitowej, granulowanej czy ziarnistej) wykryto czastki zwierzece, poniewaz wykrycie czastek zwierzecych
tylko we frakgji sitowej moze wynikaé z zanieczyszczenia $rodowiskowego.

PCR
Zasada

Fragmenty kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) pochodzenia zwierzgcego, ktére moga si¢ znajdowacl
w materiatlach paszowych i mieszankach paszowych, wykrywa si¢ technika amplifikacji gendéw stosujac
metode PCR skierowang na sekwencje DNA charakterystyczne dla okreslonych gatunkdw.

Metoda PCR wymaga w pierwszej kolejnosci etapu ekstrakcji DNA. Otrzymany w ten sposéb ekstrakt DNA
poddaje si¢ pdzniej amplifikacji w celu wykrycia gatunkéw zwierzat uwzglednianych w badaniu.

Odczynniki i sprzet
Odczynniki
Odczynniki stosowane na etapie ekstrakcji DNA

Mozna stosowal wylacznie odczynniki zatwierdzone przez EURL-AP i wymienione na jego stronie inter-
netowej.

Odczynniki stosowane na etapie amplifikacji genéw

Startery i sondy

Mozna stosowaé wylacznie startery i sondy z sekwencjami oligonukleotydéw zatwierdzone przez EURL-
AP (1),

Master Mix

Mozna stosowaé wylacznie roztwory Master Mix niezawierajace odczynnikéw, ktére moglyby prowadzié
do falszywych wynikéw z uwagi na obecno$¢ DNA zwierzgcego (?).

Odczynniki odkazajace
Roztwér kwasu chlorowodorowego (0,1 N).
Srodek bielacy (roztwoér podchlorynu sodowego zawierajacy 0,15 % aktywnego chloru)

Odczynniki niewykazujgce dzialania zracego do odkazania kosztownych urzadzen, takich jak wagi anali-
tyczne (np. DNA Erase™ produkowany przez MP Biomedicals)

Sprzet
Waga analityczna wazaca z dokladnoscig do 0,001 g

Sprzet do rozdrabniania

Termocykler do przeprowadzania PCR w czasie rzeczywistym,
Mikrowiréwka do mikroprobéwek

Zestaw mikropipet umozliwiajagcych odmierzanie od 1 pul do 1 000 pl

Standardowe wyroby z tworzywa sztucznego stosowane w laboratorium biologii molekularnej: mikropro-
béwki, koncowki z tworzywa sztucznego do mikropipet, z filtrem, plytki nadajace si¢ do termocyklera.

Zamrazarki do przechowywania prébek i odczynnikéw

(") Wykaz tych starteréw i sond dla kazdego gatunku zwierzat uwzglednianego w badaniu jest dostepny na stronie internetowej EURL-AP.
(%) Przyklady odpowiednich roztworéw Master Mix s3 dostepne na stronie internetowej EURL-AP.
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2.2.6.1.

2.2.6.2.

Pobieranie i przygotowywanie prébek
Pobieranie probek

Nalezy uzy¢ reprezentatywnej probki, pobranej zgodnie z przepisami okreslonymi w zalgczniku L.

Przygotowanie probek

Przygotowanie prébek laboratoryjnych do ekstrakcji DNA musi by¢ zgodne z wymaganiami okre§lonymi
w zalgczniku II. Z co najmniej 50 g prébki nalezy utworzy¢ podprébke do analizy, a nastgpnie rozdrobnic.

Probki przygotowuje si¢ w pomieszczeniu innym niz przeznaczone do ekstrakcji DNA i reakcji amplifikacji
genéw zgodnie z opisem w normie I1SO 24276.

Nalezy przygotowal dwie nawazki o wadze co najmniej 100 mg kazda.

Ekstrakcja DNA

Ekstrakcje DNA przeprowadza si¢ dla kazdej nawazki zgodnie ze standardowa procedura operacyjna
ustalong przez EURL-AP i opublikowang na jego stronie internetowej.

Dla kazdej serii ekstrakcji nalezy przygotowaé dwa kontrolne roztwory ekstrakcyjne zgodnie z opisem
w normie ISO 24276.

— Slepy roztwér ekstrakeyjny,
— dodatni kontrolny roztwér ekstrakcyjny DNA.
Amplifikaga genéw

Amplifikacje gendéw przeprowadza si¢ przy uzyciu metod zatwierdzonych dla kazdego gatunku wymaga-
jacego identyfikacji. Metody te okreslono w standardowej procedurze operacyjnej ustalonej przez EURL-AP
i opublikowanej na jego stronie internetowej. Kazdy ekstrakt DNA powinien by¢ analizowany w dwoch
réznych rozcienczeniach w celu oceny inhibicji.

Dwa kontrolne roztwory amplifikacji przygotowuje si¢ dla kazdego gatunku docelowego, zgodnie z opisem
w normie ISO 24276.

— dodatni kontrolny roztwér docelowego DNA stosuje si¢ dla kazdej plytki lub serii badan PCR,

— kontrolny roztwér odczynnika do amplifikacji (tzw. kontrola negatywna reakji) stosuje si¢ dla kazdej
plytki lub serii badaii PCR.

Interpretacja i przedstawianie wynikow

Przekazujagc wyniki laboratorium musi poda¢ co najmniej wage uzytych nawazek, zastosowang metode
ekstrakcji, liczb¢ wykonanych oznaczen oraz granicg wykrywalnosci metody.

Wyniki nie moga by¢ interpretowane i przekazywane jezeli dodatni kontrolny roztwor ekstrakcyjny DNA
i dodatnie kontrolne roztwory docelowego DNA nie dajg dodatnich wynikéw w odniesieniu do badanego
celu, podczas gdy kontrolny roztwor odczynnika do amplifikacji jest ujemny.

W przypadku gdy wyniki otrzymane z dwdch nawazek nie s zgodne, nalezy powtdrzy¢ co najmniej etap
amplifikacji genéw. Jezeli laboratorium podejrzewa, ze powodem niezgodno$ci moga by¢ ekstrakty DNA,
przeprowadza si¢ ponowna ekstrakcje DNA, a przed interpretacja wynikéw nalezy przeprowadzi¢ ampli-
fikacje gendw.

Ostateczne wyrazenie wynikow nalezy oprze¢ na integracji i interpretacji wynikéw otrzymanych z dwoch
nawazek zgodnie ze standardowa procedura operacyjng ustalong przez EURL-AP i opublikowang na jego
stronie internetowe;.

Wynik ujemny

Wynik ujemny przekazuje si¢ w nastepujacy sposéb:

W badanej probee nie wykryto DNA X (gdzie X oznacza gatunek zwierzat lub grupe gatunkéw zwierzat,
ktére stanowia przedmiot analizy).

Wynik dodatni
Wynik dodatni przekazuje si¢ w nastepujacy sposob:

W badanej probee wykryto DNA X (gdzie X oznacza gatunek zwierzat lub grupe gatunkéw zwierzat, ktore
stanowig przedmiot analizy).”
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