L117/6

Euroopan yhteis6jen virallinen lehti

4.5.2002

KOMISSION ASETUS (EY) N:o 765/2002,

annettu 3 piivini toukokuuta 2002,

vientitukeen oikeuttavien luuttomiksi leikattujen naudanlihapalojen fyysisten tarkastusten niyt-
teenotosta ja ndihin tarkastuksiin liittyvistd tietyistd yksityiskohtaisista sddnnoisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon naudanliha-alan yhteisestd markkinajirjeste-
lystdi 17 péivand toukokuuta 1999 annetun neuvoston
asetuksen (EY) N:o 1254/1999 ('), sellaisena kuin se on
viimeksi muutettuna komission asetuksella (EY) N:o 2345/
2001 (3, ja erityisesti sen 33 artiklan 12 kohdan,

ottaa huomioon tukea tai muita taloudellisia suorituksia
saavien maataloustuotteiden viennin yhteydessi suoritettavasta
valvonnasta 12 paivind helmikuuta 1990 annetun neuvoston
asetuksen (ETY) N:o 386/90 (%), sellaisena kuin se on muutet-
tuna asetuksella (EY) N:o 163/94 (%), ja erityisesti sen 6 artiklan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1)  Asetuksen (EY) N:o 1254/1999 33 artiklan mukaisesti
asetuksen (EY) N:o 1254/1999 1 artiklassa tarkoitettujen
tuotteiden  maailmanmarkkinahintojen ja  yhteison
hintojen ero voidaan kattaa vientituella. Maataloustuot-
teiden osalta timdn jirjestelmidn soveltamista koskevat
yksityiskohtaiset sddnn6t on vahvistettu maataloustuot-
teiden vientitukijirjestelmdn soveltamista koskevista
yhteisistd  yksityiskohtaisista sddnnoistd 15 pdivdnd
huhtikuuta 1999 annetulla komission asetuksella (EY)
N:o 800/1999 (), sellaisena kuin se on viimeksi muutet-
tuna asetuksella (EY) N:o 2299/2001 (9).

(2)  Maataloustuotteiden nimikkeistostd vientitukia varten 17
pdivina joulukuuta 1987 annetun komission asetuksen
(ETY) N:o 3846/87 ('), sellaisena kuin se on viimeksi
muutettuna asetuksella (EY) N:o 488/2002 (%), liitteen
viidennessd ryhmissd sdddetddn tuen myontdmisestd
tietynlaisille luuttomiksi leikatuille paloille silld edellytyk-
selld, ettd vihirasvaisen naudanlihan vihimmaispitoisuus
on paloissa tietynlainen ja ettd tdysikasvuisista urospuo-
lista naudoista tulevat palat on yksittdispakattu.

(3)  Komission asetuksessa (EY) N:o 2221/95 (), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna asetuksella (EY) N:o
2655/1999 (1), sdddetddn fyysisid tarkastuksia koske-
vista yksityiskohtaisista sddnnoistd tukea saavien maata-
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loustuotteiden viennissi. Tietyt naudanlihaa koskevat
erityisedellytykset on vahvistettu vientitukeen oikeutta-
vien luuttomiksi leikattujen naudanlihapalojen fyysisten
tarkastusten naytteenotosta 10 paivind joulukuuta 1997
annetulla komission asetuksella (EY) N:o 2457/97 ().

(4)  Yhdenmukaisuuden vuoksi olisi sdddettdvd luuttomaksi
leikattujen palojen tarkastamisesta sen toteamiseksi, ettd
palat ovat ldhtoisin  tdysikasvuisista urospuolisista
naudoista, ja tarkastuksissa sovellettavasta menetelmasti
sekd tarkoituksenmukaisista seuraamuksista siltd varalta,
ettd lahtoisyyttd koskevaa edellytystd ei noudateta.
Lisaksi asetus (EY) N:o 2457/97 olisi saatettava ajan
tasalle, jotta huomioon voidaan ottaa muutokset, joita
on tehty maataloustuotteiden vientitukien osalta sovel-
lettavaan, asetuksessa (ETY) N:o 3846/87, sellaisena kuin
se on muutettuna asetuksella (EY) N:o 2556/2001 ('),
sdddettyyn nimikkeistoon.

(5) Selkeyden vuoksi on aiheellista kumota ja korvata asetus
(EY) N:o 2457/97.

(6)  Tidssd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat naudan-
lihan hallintokomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

1. Titd asetusta sovelletaan asetuksen (ETY) N:o 386/90 2
artiklan a alakohdan mukaiseen tuotteen luonteen ja ominai-
suuksien fyysiseen tarkastukseen, joka koskee:

a) velvoitetta  yksittdispakata  seuraaviin  tuotekoodeihin

kuuluvat luuttomiksi leikatut palat:
— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120;
b) seuraaviin tuotekoodeihin kuuluvien luuttomiksi leikattujen

palojen ldhtoisyyttd tdysikasvuisista urospuolisista nautaeldi-
mista:

— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120;
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seuraaviin tuotekoodeihin kuuluvien luuttomiksi leikattujen
palojen vdhirasvaisen lihan keskimairaisen vahimmadispitoi-
suuden noudattamista:

— 0201 30 00 9100,
— 0201 30 00 9120,
— 0201 30 00 9060,
— 0202 30 90 9200.

2. Edelld 1 kohdassa tarkoitettujen tuotteiden kuvaus on
asetuksen (ETY) N:o 3846/87 liitteessd I olevassa 5 ryhmissd
oleva, vientitukia varten annetun maataloustuotteiden nimik-
keiston kuvaus.

2 artikla

1. Fyysisen tarkastuksen ndyte muodostuu erdn kahdesta eri
kohdasta otetuista kahdesta kokonaisesta laatikosta. Ensim-
mdinen laatikko on tarkoitettu valvontaviranomaisille ja toinen
on varandyte tulliviranomaisille.

2. Erdnd pidetddn tuotemdirdd, jonka osalta jokin seuraa-
vista ilmoituksista hyvaksytdan:

a) asetuksen (EY) N:o 800/1999 5 artiklan 1 kohdassa tarkoi-
tettu ilmoitus;

b) asetuksen (EY) N:o 800/1999 26 artiklan 1 kohdassa tarkoi-
tettu ilmoitus kyseisessd kohdassa tarkoitetun olettamuksen
tdyttyessd ja ainoastaan varastoinnin osalta.

3 artikla

Edelld olevan 1 artiklan 1 kohdan a alakohdassa tarkoitettujen
edellytysten noudattamisen valvomiseksi tulliviranomaiset
tutkivat, onko jokainen 2 artiklassa tarkoitetun niytteen ensim-
mdisessd laatikossa oleva pala yksittdispakattu ja sisdltdako
jokainen pakkaus enintdin yhden palan. Jos ndin ei ole, tullivi-
ranomaiset tekevdt samat tutkimukset toisen laatikon osalta.

Silloin kun kahdessa laatikossa on vain yksi pala, jota ei ole
yksittdispakattu, tai jos vain yhdessi pakkauksessa on
enemmin kuin yksi pala, ja kun kaikki tuen myontdmiseen
liittyvat muut edellytykset tdyttyvit, erdd ei pidetd sddntojenvas-
taisuutena. Muussa tapauksessa todetaan sddntdjenvastaisuus.

Jos sddntGjenvastaisuus havaitaan, erin painon perusteella
laskettu tuki lasketaan uudelleen korjatun painon perusteella.
Korjattu paino saadaan vihentdmilld ilmoitetusta nettopainosta
prosenttiosuus, joka vastaa sddnnosten vastaisten palojen
madrad suhteessa niytteen kokonaisnettopainoon.

4 artikla

Edelld 1 artiklan 1 kohdan b alakohdassa tarkoitetun, lahtoi-
syyttd koskevan edellytyksen tdyttymisen tarkastamiseksi analy-
soitavan naytteen on koostuttava 2 artiklassa tarkoitetun nayt-
teen ensimmadisestd laatikosta satunnaisesti otetuista yhdestd tai
kahdesta palasta. Jos analyysissd havaitaan muuta lihaa kuin
tdysikasvuisten urospuolisten nautaeldinten lihaa, erélle ei
myonnetd tukea.

Tarkastus on tehtiva liitteessd kuvatun menetelman mukaisesti.

Tarkastus tehdddn satunnaistarkastuksena, kattaa kaikki vienti-
toimet ja tehdédin vihintddn kolmasosalle fyysisiin tarkastuksiin
valituista  toimijoista, sanotun kuitenkaan rajoittamatta
valvonnan lisddmistd, silloin kun sddntojenvastaisuuksia olete-
taan esiintyvan.

5 artikla

Edelld olevan 1 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan edellytysten
noudattamisen varmistamiseksi 2 artiklassa tarkoitetun nayt-
teen koko ensimmaisen laatikon sisdlto silputaan ja sekoitetaan
tasa-aineisen ndytteen aikaansaamiseksi. Jos timid ndyte ei
noudata vahirasvaisen lihan sdddettyd pitoisuutta, toisen
laatikon sisdltd tutkitaan samalla tavalla. Jos ndiden kahden
laatikon keskiarvo ei vastaa sdddettyd vahirasvaisen lihan keski-
médraistd pitoisuutta, erille ei myonnetd tukea.

6 artikla

Neuvoston asetuksen (ETY) N:o 2913/92 (') 68 artiklan
mukaisesti ja sanotun rajoittamatta kyseisen asetuksen 78
artiklan soveltamista tdssd asetuksessa sdddetty ndytteenotto ja
valvonta toteutetaan timdn asetuksen 2 artiklan 2 kohdassa
tarkoitettujen hyvaksyttyjen ilmoitusten tarkastuksen yhtey-
dessd.

7 artikla

Kumotaan asetus (EY) N:o 2457/97.

8 artikla
Tdmd asetus tulee voimaan 1 pdivind heindkuuta 2002.

Sitd sovelletaan toimiin, joiden osalta 2 artiklan 2 kohdassa
tarkoitettu ilmoitus hyviksytddn 1 paivdstd heindkuuta 2002
alkaen.

Tdmd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-

tioissa.

Tehty Brysselissi 3 pdivind toukokuuta 2002.

Komission puolesta
Franz FISCHLER

Komission jdsen
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TIETTYJEN LUUTTOMIKSI LEIKATTUJEN LIHAPALOJEN TUTKIMINEN SEN SELVITTAMISEKSI, ONKO LIHA
PERAISIN TAYSIKASVUISISTA UROSPUOLISISTA NAUDOISTA

Menetelmd nautaeliimen lihasta sukupuolen miirittimiseksi

Menetelmd perustuu polymeraasiketjureaktioon (PCR) ja siind selostetaan néytteenotto, DNA:n eristiminen, PCR ja
geelielektroforeesi.

1. Niytteenotto ja niytteen jakaminen pienempiin osiin

Osandyte leikataan annetun lihapalan sisdosasta steriililld (*) veitselld (skalpelli tai vastaava). Ndyte jauhetaan hienoksi
tai leikataan pieniksi paloiksi, jotta DNA:n eristimisen tehokkuus voidaan varmistaa kohtuudella.

Naytteiden valmistus ei saa tapahtua PCR-tyoOpisteessd. Materiaaleja on kisiteltdva helposti puhdistettavassa ympéris-
tossd, mieluiten puhtaalla tyopoydalld, sen varmistamiseksi, etteivit muut naytteet aiheuta ristikontaminaatiota.

Lihandytteiden valmistelussa on kdytettavé steriilejd (*) veitsid, skalpelleja tai vastaavia vélineitd.

2. DNA:n eristiminen ja puhdistaminen

DNA eristetddn ja puhdistetaan joko tavanomaisilla menetelmilld (), kdyttovalmiilla reagenssipakkauksilla (periaate:
lihandyte liuotetaan hajotuspuskuriin, jossa on pinta-aktiivisia aineita, detergentteji ja proteinaasi K:ta, liuotettu niyte
siirretddn DNA:ta sitovaan hartsiin, muut kuin DNA-yhdisteet poistetaan useilla pesuilla ja lopuksi puhdistettu DNA
eluoidaan veteen tai vahisuolaiseen puskuriin) tai uuttamalla DNA natriumhydroksidiliuokseen (3).

Geelielektroforeesilla tehdyn DNA-eristyksen kontrollointi on suositeltavaa, mutta ei pakollista.

Validointi: jokaisen uutettavan nayte-erdn osalta on tehtdvd samanaikaisesti yksi eristyskontrolli (eli ei lihaa) sovelletun
menetelmin luotettavuuden todistamiseksi.

3. Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Periaate: PCR:ssd on kolme vaihetta (denaturaatio, alukkeiden eli primerien jadhdyttiminen, pidentyminen eli ekstensio),
ja se on toistettava 25—40 kertaa (’syklien” méird menetelmassi). Reagenssit (reaktiopuskuri, MgCl,, deoksinukleo-
tidit, alukkeet, limpostabiili DNA-polymeraasi, steriili vesi) sekoitetaan keskenddn kehitetyn menetelmdn mukaan,
jolloin saadaan "mastermix”. Mastermixin valmistuksessa on kaytettava tihan tarkoitukseen varattuja pipettejd. Taman
jalkeen mastermix lisitddn DNA-templaattiin (eristetty DNA). Reaktio tehdddn limpétilasdddettivissd PCR-laitteessa.
Reaktion paityttyd PCR-tuotteet analysoidaan geelielektroforeesilla tai varastoidaan 4 °C:ssa tai — 20 °C:ssa.

Suositellussa () menetelmassd on templaatista riippuen amplifioitava joko amelogeniinilokuksen sisilld (homologinen
geeni) tai ZFX[Y-alueen sisilld (allele-spesifinen PCR) oleva sekvenssi.

Naiden kahden menetelmityypin spesifiset alukkeet ovat:

Amelogeniini eteenpdin -aluke: 5-CAGCCAAACCTCCCTCTGC-3'
Amelogeniini taaksepdin -aluke: 5'-CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3'
(Ennis, S. ja Gallagher, T.F. (1994) Anim.Genet. 25: 425—427)

Amelogeniini eteenpdin -aluke’-AAATTCTCTCACAGTCCAAG-3'
Amelogeniini taaksepdin -aluke: 5-CAACAGGTAATTTTCCTTTAG-3'
(Chen, CM., Hu, C.L, Wang, C.H., Hung, CM., Wu, HK., Choo, K.B., ja Cheng, W.T.K. (1999) Mol.Reprod.Dev. 54, 209—214)

ZFX (alleelispesifinen), eteenpdin: 5'-GACAGCTGAACAAGTGTTACTG-3'
ZFX (alleelispesifinen), taaksepiin: 5-AATGTCACACTTGAATCGCATC-3'
ZFY (alleelispesifinen), eteenpiin: 5-GAAGGCCTTCGAATGTGATAAC-3'
ZFY (alleelispesifinen), taaksepdin: 5'-CTGACAAAAGGTGGCGATTTCA-3'
(Kirkpatrick, B.W. ja Monson, R.L. (1993) J.Reprod.Fertil. 98: 335—340)

ZFX eteenpdin -aluke: 5'-AGCTGAACAAGGGTTACTG -3'
ZFY taaksepdin -aluke: 5'-CAAGCTTACCAGCAAGTCA-3'
ZFX[Y eteenpiin -aluke: 5-CCAGTATGGATTCGCATGT-3'
(Zinovieva, N., Palma, G., Miiller, M. ja Brem G. (1995) Theriogenology 43: 265)

(*) Ei DNA-kontaminaatiota.

(') Sambrook, J., Fritsch, E.F. ja Maniatis, T. (toim.): Molecular Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989).
(?) Elphinestone, ].G., Hennessey, J., Wilson, J.K. ja Stead, D.E. (1996) Bulletin OEPP/EPPO 26, 663—678.

(*) Muiden kuin tissd suositellun PCR-menetelmin on oltava nimetyn vertailulaboratorion hyviksyma.
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PCR-mastermixit on valmistettava puhtaalla tyopoydalld, joka dekontaminoidaan toiden jilkeen detergenteilld ja
UV-valolla.

— Menetelmdn kehittaminen: julkaistuihin menetelmiin joudutaan ehki tekemdin muutoksia, jotka voivat koskea
esimerkiksi mastermixin tarkkaa koostumusta (esim. MgCl, -konsentraatio, alukekonsentraatio), kiytetyn temp-
laatti-DNA:n méddrd ja mukautettu limpatilaohjelma (limpatilat, pitoajat). Jos esiintyy ei-spesifistisid amplifikaatio-
tuotteita, on menetelmd optimoitava (esim. jadhdytyslimpétila, MgCl,-konsentraatio, alukekonsentraatiot) tulosten
laadun takaamiseksi.

— Validointi: rutiinianalyysissd kdytettivd menetelmd on validoitava asianmukaisesti. Naytejoukkoon on sisillytettiva
seuraavat kontrollit: eristimiskontrolli (ei lihaa), negatiivinen PCR-kontrolli ja vertailundytteet (uros- ja naaraspuo-
listen nautaeldinten lihaa, mutta myos yksi muuta kuin naudanlihaa oleva lihaniyte). Lisdksi on tehtiva revalidointi,
jos menettelyn tarkeimpid tekijoitd, kuten DNA-polymeraasi (eri toimittaja tai tuote) tai alukkeet (uusi erd),
muutetaan.

— Hyvi laboratoriokdytinto on ensiarvoisen tirkedd, esim. tyopisteen ja kiytettyjen vilineiden asianmukainen puhdistus
ja dekontaminaatio, alukkeiden jakaminen pienempiin osiin, pipettien kiytto pelkdstddn kyseisissi kokeissa.

. Amplimeerien analysointi geelielektroforeesilla

Saadut PCR-fragmentit (amplimeerit) on analysoitava geelielektroforeesilla. Tdssd kiytetddn joko etidiumbromidilla
varjdttyjd agaroosigeelejd, tai polyakryyliamidigeelejd, jotka virjatddn hopeavirilld elektroforeettisen erotuksen jilkeen.
Geelissd on kiytettdva tarkoituksenmukaista molekyylipainomarkkeria saatujen amplimeerien koon maarittimiseksi
likiméddraisesti.

. Dokumentaatio

Saadut tulokset on dokumentoitava asianmukaisesti (geelikuva, tulosten kuvaus, odottamattomien tulosten kirjaa-
minen).



