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KOMISSION ASETUS (EU) N:o 51/2013,

annettu 16 pdivind tammikuuta 2013,

asetuksen (EY) N:o 152/2009 muuttamisesta silti osin kuin on kyse rehujen sisdltimien
eldinperiisten ainesosien méiritysmenetelmisti rehujen virallista valvontaa varten

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopi-
muksen,

ottaa huomioon rehu- ja elintarvikelainsddadannon seké eldinten
terveyttd ja hyvinvointia koskevien sdantojen mukaisuuden var-
mistamiseksi suoritetusta virallisesta valvonnasta 29 piivind
huhtikuuta 2004 annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston
asetuksen (EY) N:o 882/2004 (1) ja erityisesti sen 11 artiklan 4
kohdan,

sekd katsoo seuraavaa:

S<

Tiettyjen tarttuvien spongiformisten enkefalopatioiden
ehkiisyd, valvontaa ja havittimistd koskevista sddnnoistd
22 péivind toukokuuta 2001 annetun Euroopan parla-
mentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 999/2001 (3
7 artiklan 1 kohdassa sdddetddn, ettd eldinvalkuaisen
kdytto mirehtijoiden ruokinnassa on kielletty. Kieltoa
on laajennettu siten, ettd se koskee myds muita eldimid
kuin marehtijoitd; lisaksi kieltoa on kyseisille eldimille
syotettavien eldinperdisten tuotteiden osalta rajoitettu ky-
seisen asetuksen liitteen IV mukaisesti.

Muiden kuin ihmisravinnoksi tarkoitettujen eldimistd saa-
tavien sivutuotteiden ja niistd johdettujen tuotteiden ter-
veyssddnnoistd sekd asetuksen (EY) N:o 1774/2002 ku-
moamisesta 21 paivanid lokakuuta 2009 annetun Euroo-
pan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o
1069/2009 (*) 11 artiklan 1 kohdassa kielletddn turkise-
ldgimid lukuun ottamatta maaeldinlajin ruokkiminen sa-
man lajin eldinten ruhoista tai ruhonosista johdetulla ki-
sitellylld eldinvalkuaisella sekd viljeltyjen kalojen ruokki-
minen samaa lajia olevien viljeltyjen kalojen ruumiista tai
ruumiinosista johdetulla kisitellylld eldinvalkuaisella.

Niytteenotto- ja madritysmenetelmistd rehujen virallista
valvontaa varten 27 pdivind tammikuuta 2009 annetun
komission asetuksen (EY) N:o 152/2009 (%) liitteessd VI

UVL L 165, 30.4.2004, s. 1.
YV

L L 147, 31.5.2001, s. 1.
L L 300, 14.11.2009, s. 1.
VL L 54, 26.2.2009, s. 1.

vahvistetaan rehujen sisdltdmien eldinperdisten ainesosien
maédritysmenetelmit rehujen virallista valvontaa varten.
Mikroskooppinen menetelmi on tilld hetkelld ainoa va-
lidoitu menetelmd, jolla eldinvalkuaisen esiintyminen re-
hussa voidaan havaita; silli pystytddn erottamaan toisis-
taan maaeldimistd perdisin olevien ainesosien esiintymi-
nen ja kaloista perdisin olevien ainesosien esiintyminen;
silli ei kuitenkaan voida kvantifioida riittdvin tarkasti
eldinperdisten ainesosien méirdd rehussa, ja sen vuoksi
sitd ei pitdisi kdyttdd tdhdn tarkoitukseen.

EU:n vertailulaboratorio on validoinut uuden polymeraa-
siketjureaktioon (PCR) perustuvan menetelméin eldinval-
kuaisen havaitsemiseksi rehusta. Jasenvaltioiden kansallis-
ten vertailulaboratorioiden kanssa jdrjestetty tdytintoon-
panoa koskeva tutkimus osoitti, ettd uusi menetelmd on
riittdvin kestdvd viralliseksi valvontamenetelmaksi unio-
nissa. Uudella menetelmilld pystytddn havaitsemaan
eldinperdisten ainesosien esiintyminen rehussa ja tunnis-
tamaan laji, josta kyseiset ainesosat ovat periisin. Olisi
erittdin hyodyllista kayttdd titd uutta menetelmaa yhdessa
mikroskooppisen menetelméin kanssa tai, tapauksen mu-
kaan, sen sijasta valvottaessa asetuksissa (EY) N:o
999/2001 ja (EY) N:o 1069/2009 saidettyjen ruokintaa
koskevien kieltojen asianmukaista tdytintoonpanoa.

Sen vuoksi asetuksen (EY) N:o 152/2009 lite VI olisi
korvattava vastaavasti.

Téssd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat elintarvike-
ketjua ja eldinten terveyttd kasittelevin pysyvin komitean
lausunnon mukaiset, eikd Euroopan parlamentti tai neu-
vosto ole vastustanut niiti,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Korvataan asetuksen (EY) N:o 152/2009 liite VI tdimin asetuk-

sen liitteessd olevalla tekstilld.
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2 artikla

T4md asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend pdivinid sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan
unionin virallisessa lehdessd.

Tamd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-
tioissa.

Tehty Brysselissi 16 pdivand tammikuuta 2013.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
José Manuel BARROSO
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LIITE
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REHUJEN SISALTAMIEN ELAINPERAISTEN AINESOSIEN MAARITYSMENETELMAT REHUJEN VIRALLISTA
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VALVONTAA VARTEN

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen eldinperdiset ainesosat olisi médritettdvd valomikroskopialla tai polymeraasiketjureaktiolla (PCR)
tdssd liitteessd vahvistettujen sddnndsten mukaisesti.

Ndilld kahdella menetelmalld on mahdollista havaita eldinperdisten ainesosien esiintyminen rehuaineissa ja
rehuseoksissa. Niilld ei kuitenkaan ole mahdollista laskea kyseisten ainesosien miirdd rehuaineissa ja
rehuseoksissa. Kummankin menetelmin toteamisraja on alle 0,1 % (w/w).

PCR-menetelmédn ansiosta rehuaineissa ja rehuseoksissa esiintyvien eldinperdisten ainesosien taksonominen
ryhmd on mahdollista tunnistaa.

Niditd menetelmid on kdytettdvd valvottaessa asetuksen (EY) N:o 999/2001 7 artiklan 1 kohdassa ja
liitteessd IV sekd asetuksen (EY) N:o 1069/2009 11 artiklan 1 kohdassa sdddettyjen kieltojen tdytiant6on-
panoa.

Nditd menetelmid voidaan kayttdd joko yksin tai yhdessi testattavasta rehutyypistd riippuen yhden operatii-
visen protokollan puitteissa rehuissa esiintyvid eldinproteiinia kasittelevin EU:n vertailulaboratorion (EURL-
AP) laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden (Standard Operating Procedures, SOP) (1)
mukaisesti.

MENETELMAT
Valomikroskopia
Periaate

Madritettavaksi lahetetyissd rehuaineissa ja rehuseoksissa mahdollisesti esiintyvit eldinperdiset ainesosat
tunnistetaan tyypillisten mikroskooppisesti tunnistettavissa olevien ominaisuuksien, kuten lihassdikeiden
ja muiden lihan palojen, ruston, luiden, sarvien, karvojen, harjasten, veren, héyhenten, munankuorten,
kalanluiden ja suomujen, perusteella.

Reagenssit ja laitteet
Reagenssit
Konsentrointireagenssi

Tetrakloorietyleeni (suhteellinen tiheys 1,62).

Virjaysreagenssi

Alitsariinipunaliuos (laimennetaan 2,5 ml:aa 1 M:n kloorivetyhappoa 100 ml:aan vettd ja lisitddn liuokseen
200 mg alitsariinipunaista).

Kiinnitysreagenssit
Liped (NaOH 2,5 % w/|v tai KOH 2,5 % w/v).
Glyseroli (laimentamaton, viskositeetti: 1 490 cP).

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositeetti: 1 200 cP) tai hartsi, jolla on kestopreparaatin valmistukseen
soveltuvat ominaisuudet.

Kiinnitysreagenssit, joilla on vérjdysominaisuuksia

Lugolin livos (2 g kaliumjodidia liuotetaan 100 ml:aan vettd ja lisitddn 1 g jodia ja sekoitetaan useita
kertoja).

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


http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.43

2.1.2.1.4.4
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2.1.2.2.5

2.1.2.2.6

2.1.2.2.7

2.1.2.2.8

213
2.1.3.1

Kystiinireagenssi (2 g lyijyasetaattia, 10 g NaOH/100 ml vettd).

Fehlingin liuos (valmistetaan ennen kdytt6d kahdesta samansuuruisesta osasta (1/1) varastoliuosta A ja B.
Liuos A: liuotetaan 6,9 g:aa kupari(Il)sulfaattipentahydraattia 100 ml:aan vettd. Liuos B: liuotetaan 34,6 g:aa
kaliumnatriumtartraattitetrahydraattia ja 12 graa NaOH:ta 100 ml:aan vettd).

Tetrametyylibentsidiini/vetyperoksidi (liuotetaan 1g 3,3’,5,5-tetrametyylibentsidiinia (TMB) 100 ml:aan
jadetikkaa ja 150 ml:aan vettd. Ennen kdytt6d 4 osaa TMB-liuosta sekoitetaan yhteen osaan 3-prosenttista
vetyperoksidia.

Pesureagenssit

Etanoli > 96 % (tekninen laatu).

Asetoni (tekninen laatu).

Virinpoistoreagenssi

Kaupallinen natriumhypokloriittiliuos (9-14 % aktiivista klooria).
Laitteet

Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.

Jauhamisvilineet: mylly tai huhmare.

Seulat, joissa on nelionmuotoiset reidt, silmikoko 0,25 mm ja 1 mm.

Kartiomainen erotussuppilo, lasia, 250 ml, jonka pohjalla on teflon- tai lasihioshana sulkutulppana. Sulku-
tulpan halkaisijan on oltava avattuna > 4 mm. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd kartiopohjaista selkeytys-
astiaa, jos laboratorio on osoittanut, ettd toteamisrajat ovat vastaavia kuin lasista kartionmuotoista erotus-
suppiloa kiytettdess.

Erotussuppilo

/"

250 ml

halkaisija 4mm

Stereomikroskooppi, jonka suurennusvili on ainakin 6,5x-40x.

Lipivalaisumikroskooppi, jonka suurennusvili on vihintddn 100x-400x. Lisiksi voidaan kiyttdd polarisoi-
tua valomikroskopiaa ja differentiaali-interferenssikontrastimikroskopiaa.

Tavanomaiset laboratorion lasiastiat

Objektilasien valmisteluvilineet: tavalliset objektilasit, objektilasit, joissa on syvennys, peitelasit (20 x
20 mm), pinsetit, ohut spaatteli.

Naytteenotto ja ndaytteiden valmistelu

Naytteenotto

Kaytetddn liitteen I sddnnosten mukaisesti otettua edustavaa naytettd.
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2.1.3.2

2133
2.1.3.3.1

2.1.3.3.2

2.1.3.33

2.1.3.3.4

2.1.3.3.5

2.1.3.3.6

2.1.3.4

Varotoimenpiteet

Ristikontaminaation vilttimiseksi laboratoriossa kaikki uudelleenkiytettivit vilineet on puhdistettava huo-
lellisesti ennen kayttod. Erotussuppilon osat on irrotettava ennen puhdistusta. Erotussuppilon osat ja lasi-
astiat on esipestdvd kasin ja sen jilkeen pestdvé astianpesukoneessa. Seulat on puhdistettava jaykkaharjak-
sisella synteettiselld harjalla. Rasvaisten ainesten, kuten kalajauhon, seulonnan jilkeen suositetaan, ettd seulat
puhdistetaan asetonilla ja paineilmalla.

Muiden kuin rasva- tai 6ljyndytteiden esikasittely

Naytteen kuivaus: Naytteet, joiden kosteuspitoisuus on > 14 %, on kuivattava ennen kasittelya.

Niytteen esiseulonta: Suositetaan, ettd pelletoitu rehu ja jyvit esiseulotaan seulalla, jonka silmikoko on
1 mm, ja saadut kaksi fraktiota valmistetaan ja maaritetddn erillisind naytteina.

Osandytteen otto ja jauhaminen: Osandytteeksi otetaan vahintdan 50 g ndytteestd ja jauhetaan.

Sedimentin uutto ja valmistus: 10 g:n annos (0,01 g:n tarkkuudella) jauhettua osaniytettd siirretddn erotus-
suppiloon tai kartiopohjaiseen selkeytysastiaan, minké jilkeen siihen lisitddn 50 ml tetrakloorietyleenia.
Erotussuppiloon siirrettdvd annos saa olla enintddn 3 g, jos kyseessi on kalajauho tai muu puhtaasti
eldintuote, kivenndisainesosa tai esiseos, joka tuottaa yli 10 prosenttia sedimenttid. Seosta ravistetaan voi-
makkaasti ainakin 30 sekuntia, minkd jdlkeen sithen lisitddn varovasti vdhintddn 50 ml tetrakloorietyleenid
samalla kun suppilon sisdpinta pestdin sithen mahdollisten tarttuneiden partikkelien poistamiseksi. Saadun
seoksen annetaan laskeutua astian pohjalle vahintddn viisi minuuttia, minkd jilkeen sedimentti erotetaan
avaamalla sulkutulppa.

Jos kaytetddn kartiopohjasta selkeytysastiaa, seosta sekoitetaan voimakkaasti vihintddn 15 sekunnin ajan ja
mahdolliset astian seindmien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestdan huolellisesti pois vahintdan 10 mllla
puhdasta tetrakloorietyleenid. Seoksen annetaan laskeutua kolmen minuutin ajan, minké jilkeen sitd sekoi-
tetaan taas 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian seindmien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestdan
huolellisesti pois vihintddan 10 mllla puhdasta tetrakloorietyleenid. Saadun seoksen annetaan laskeutua
vihintddn 5 minuutin ajan, minké jilkeen nestemiinen fraktio poistetaan ja heitetddn pois huolellisesti
dekantoimalla samalla kun huolehditaan siitd, ettei sedimenttii meneteti.

Sedimentti kuivataan ja punnitaan 0,001 gin tarkkuudella. Jos yli 5 prosenttia sedimentistd koostuu >
0,50 mm:n suuruisista partikkeleista, se seulotaan seulalla, jonka silmdkoko on 0,25 mm:n, ja saadut kaksi
fraktiota tutkitaan.

Niytteen kelluvan osan, flotaatin, erottaminen ja esiksittely: Edelld kuvatulla menetelmalld tehdyn sedi-
mentin talteenoton jilkeen erotussuppiloon pitéisi jaddd kaksi osaa: tetrakloorietyleenistd koostuva neste-

miinen osa ja kelluvasta aineksesta muodostuva kiinted osa. Tatd kiintedd osaa kutsutaan flotaatiksi, ja se
otetaan talteen avaamalla suppilon tulppa ja kaatamalla tetrakloorietyleeni pois. Erotussuppilo kddnnetiin
ylosalaisin ja flotaatti siirretddn suureen petrimaljaan ja kuivataan ilmassa vetokaapissa. Jos yli viisi pro-
senttia flotaatista koostuu partikkeleista, jotka ovat > 0,50 mm, se seulotaan seulalla, jonka silmiakoko on
0,25 mm, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan.

Raaka-aineen esikdsittely: Valmistetaan vahintddn 5 g:n annos jauhettua osandytetti. Jos yli viisi prosenttia
aineksesta koostuu partikkeleista, jotka ovat > 0,50 mm, se seulotaan 0,25 mm:n seulalla ja saadut kaksi
fraktiota tutkitaan.

Rasvasta tai oljystd koostuvien niytteiden esikdsittely

Rasvasta tai oljystd koostuvien néytteiden esikdsittelyssi on noudatettava seuraavaa menettelya:

— Jos rasva on kiintedi, sitd limmitetddn uunissa, kunnes se muuttuu nestemdiseksi.

— 40 ml rasvaa tai oljyd pipetoidaan ndytteen pohjasta sentrifugiputkeen.

— Sentrifugoidaan 10 minuuttia nopeudella 4 000 kierrosta minuutissa (rpm).

— Jos rasva on jihmettynyt sentrifugoinnin aikana, sitd limmitetddn uunissa, kunnes se muuttuu neste-
mdiseksi.

— Sentrifugoidaan uudestaan 5 minuuttia nopeudella 4 000 kierrosta minuutissa (rpm).
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2.1.35

2.1.4
2.1.4.1

2.1.4.2

— Puolet dekantoiduista epapuhtauksista siirretddn pienelld lusikalla tai spaattelilla objektilasille mikros-
kooppista tutkimusta varten; kiinnitysreagenssiksi suositetaan glyserolia.

— Loput epdpuhtauksista kdytetddn sedimentin valmisteluun 2.1.3.3 kohdassa kuvatulla tavalla.

Virjdysreagenssien kdytto

Eldinperdisten ainesosien oikean tunnistamisen helpottamiseksi laboratorio voi kdyttdd naytteen valmiste-
lussa virjdysreagensseja EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien ohjeiden mukaisesti.

Jos sedimentin virjadmiseen kdytetddn alitsariinipunaliuosta, noudatetaan seuraavaa menettelya:

— Kuivattu sedimentti siirretddn lasiseen koeputkeen ja pestdin kahdesti noin 5 mllla etanolia (kummal-
lakin kerralla kiytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin ajan ja annetaan liuottimen selkeytyd noin
yhden minuutin ja 30 sekunnin ajan ennen sen dekantointia.

— Sedimentti kisitellddn virinpoistoreagenssilla lisidmalld sedimenttiin vahintdan 1 ml natriumhypoklo-
riittiliuosta. Reaktion annetaan jatkua 10 minuutin ajan. Putki tdytetddn vedelld, sedimentin annetaan
laskeutua 2-3 minuutin ajan, ja sen jilkeen vesi ja suspendoituneet partikkelit dekantoidaan kevyesti.

— Sedimentti pestddn vield kahdesti noin 10 mllla vettd (kummallakin kerralla kdytetdin koeputkisekoi-
tinta 30 sekunnin ajan, sedimentin annetaan laskeutua putken pohjaan ja vesi dekantoidaan).

— Lisdtddn alitsariinipunaliuosta 2-10 tippaa ja sekoitetaan seosta koeputkisekoittimella. Sedimentin an-
netaan reagoida liuoksen kanssa 30 sekunnin ajan, ja virjdytynyt sedimentti pestddn kahdesti noin
5 mllla etanolia ja sen jilkeen kerran asetonilla (joka kerta kaytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin
ajan ja annetaan liuottimen selkeytyd noin minuutin ajan, minki jdlkeen liuos dekantoidaan).

— Virjdytynyt sedimentti kuivataan.

Mikroskooppitutkimus
Objektilasin valmistelu

Objektilasit valmistellaan sedimentistd ja laboratorion valinnan mukaan joko flotaatista tai raaka-aineesta.
Jos ndytteen valmistelussa on kaytetty seulontaa, tuloksena saadut kaksi fraktiota (hieno ja karkea) valmis-
tellaan. Objektilasille levitettivien fraktion testindytteiden on oltava koko fraktiota edustavia.

Objektilaseja on valmisteltava riittivd maidrd sen varmistamiseksi, ettd 2.1.4.2 kohdassa sdddettyd tutki-
musprotokollaa voidaan noudattaa kokonaisuudessaan.

Objektilaseilla on kaytettavi riittavasti kiinnitysreagenssia EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkai-
semien toimintaohjeiden mukaisesti. Objektilaseilla kdytetdan peitinlaseja.

Tutkimusprotokollat rehuseosten ja rehuaineiden sisdltdmien eldimestd perdisin olevien partikkelien havait-
semiseksi

Valmisteltuja objektilaseja on tutkittava mikroskoopilla noudattaen muita rehuseoksia ja rehuaineita kuin
puhdasta kalajauhoa koskevassa kaaviossa 1 esitettyd tutkimusprotokollaa tai puhdasta kalajauhoa koske-
vassa kaaviossa 2 esitettyd tutkimusprotokollaa.

Mikroskooppitutkimus suoritetaan lipivalaisumikroskoopilla tutkimalla sedimenttii ja laboratorion valinnan
mukaan flotaattia tai raaka-ainetta. Karkeita fraktioita voidaan ldpivalaisumikroskoopin lisiksi tutkia stereo-
mikroskoopilla. Jokainen objektilasi tutkitaan lipikotaisin eri suurennuksilla.

Kussakin tutkimusprotokollan vaiheessa havainnoitavien objektilasien vihimmaiisméddrdd on noudatettava
tarkasti, paitsi jos mddrittyd objektilasimiddrdd ei ole mahdollista saavuttaa fraktioaineksen koon vuoksi.
Havainnoinnin kohteena saa olla enintddn kuusi objektilasia madritystd kohti.

Jotta partikkelien tyyppi ja alkuperd olisi helpompi tunnistaa, laboratorio voi kdyttdd apuvilineitd, esimer-
kiksi paatoksentekoa tukevia jirjestelmid, kuvakirjastoja ja vertailundytteitd.
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Kaavio 1

Tutkimusprotokolla muiden rehuseosten ja rehuaineiden kuin kalajauhon sisiltimien eldinperiisten partikkelien

havaitsemiseksi
KYLLA /[ Grinding process of sample in- \ El Seulonta, silmékoko
sures 95 % of particles 0,25 mm
< 0,50 mm
3 objektilasia sedimentista 3 objektilasia sedimentisté, koko < 0,25 mm

+

i
1 objektilasi flotaatista tai raaka-aineestal 1 objektilasi flotaatista raaka-ainesta,

koko < 0,25 mm

A Raportoi nayte 2.1.5.3 Toista maaritys 2.1.4.3
KYLLA kohdan mukaisesti kohdan mukaisesti

KALAKSI

Onko eldinperéisia
samantyyppisia par-
tikkeleita havaittu

Onko eldinperéisia
samantyyppisia partikke-
leita havaittu

KYLLA

Kalasta perdisin olevien par-

tikkelien lukuméaéara?
1 objektilasi sedimentista 1 objektilasi sedimentistad, koko

> 0,25 mm

Onko eldinperaisia Eléimesta peraisin olevien Onko elainperaisia sa-

samantyyppisié partikkelien laatu? mantyyppisia partikke-
partikkeleita havaittu leita havaittu > 52

>57?

MAAELAIN

1 objektilasi flotaatista
tai raaka-aineesta

11 objektilasi flotaatista tai
raaka-aineesta, koko > 0,25 mm

aaelédimesté perdisin
olevien partikkelien luku-
maara?

Raportoi nayte 2.1.5.3 kohdan

Onko eléinperéisia
partikkeleita havaittu?

Onko eldinperaisia
partikkeleita havaittu?

mukaisesti MAAELAIMEKSI kohdan mukaisésti

Raportoi nayte 2.1.5.1 kohdan

mukaisesti
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Kaavio 2

Tutkimusprotokolla kalajauhon sisiltimien eldinperdisten partikkelien havaitsemiseksi

KYLLA /Jauhatus takaa sen, ettd 95 % El

3 objektilasia
sedimentista

Onko maaelaimistéa pe-
réisin olevia partikke-
leita havaittu > 5?

2 objektilasia
sedimentista

Onko maaeléimista pe-
réisin olevia partikkeleita
havaittu > 5?

\ partikkeleista < 0,50 mm

Raportoi néyte 2.1.5.3 kohdan
mukaisesti MAAELAIMEKSI

Maaeléimisté peréisin olevien

Seulonta, silméakoko
0,25 mm

3 objektilasia sedimentista,
koko < 0,25 mm

Onko maaeléimista pe=
raisin olevia partikkeleita
havaittu > 57

2 objektilasia sedimentista,
koko > 0,25 mm

KYLLA

Onko maaelaimista perar

1 objektilasi flotaatista
tai raaka-aineesta

Onko maaeléimista
peraisin olevia partik-
keleita havaittu?

partikkeleiden lukumaara?

Toista méaritys 2.1.4.3
kohdan mukaisesti

Raportoi nayte 2.1.5.1 kohdan

sin olevia partikkeleita
havaittu > 5?

1 objektilasi flotaatista tai
raaka-aineesta, koko <0,25 mm

Onko maaeldimista
peréisin olevia par-
tikkeleita havaittu?2.

El

mukaisesti MAAELAIMEKSI
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2.1.43

2.1.5.1

2.1.5.2

2.1.5.3

Maéiritysten lukumédrd

Jos kaaviossa 1 tai 2 vahvistetun tutkimusprotokollan mukaisesti suoritetun ensimmdisen médrityksen
jalkeen ei havaita kyseisentyyppisid eldinperdisid eli maacldimestd tai kalasta perdisin olevia partikkeleita,
lisimaaritys ei ole tarpeen, ja mddrityksen tulos raportoidaan 2.1.5.1 kohdassa vahvistettua terminologiaa
kiyttden.

Jos kaaviossa 1 tai 2 vahvistetun tutkimusprotokollan mukaisesti suoritetun ensimmdisen méirityksen
jalkeen kyseisentyyppisid eldinperdisid eli maacldimestd tai kalasta perdisin olevia partikkeleita havaitaan
yhteensd 1-5, suoritetaan uudesta 50 gramman osandytteestd toinen mddritys. Jos timén toisen mdaarityk-
sen jilkeen kyseisentyyppisten eldinperdisten partikkelien mairin havaitaan vaihtelevan vililli 0-5, analyy-
sin tulos raportoidaan 2.1.5.2 kohdassa vahvistettua terminologiaa kiyttden tai tehdddn uudesta 50 gram-
man osandytteestd kolmas mddritys. Jos kuitenkin ensimmdisen ja toisen médrityksen jilkeen kahden
madrityksen aikana havaittujen kyseisentyyppisten partikkelien summa on suurempi kuin 15, lisimadritystd
ei tarvita, ja méérityksen tulos raportoidaan suoraan 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua terminologiaa kiyttien.
Jos kolmannen mddrityksen jilkeen kaikissa kolmessa madrityksissd havaittujen kyseisentyyppisten eldinpe-
rdisten partikkelien summa on yhteensd suurempi kuin 15, méérityksen tulos ilmoitetaan 2.1.5.3 kohdassa
vahvistettua terminologiaa kdyttden. Muussa tapauksessa méarityksen tulos raportoidaan 2.1.5.2 kohdassa
vahvistettua terminologiaa kayttden.

Jos kaaviossa 1 tai kaaviossa 2 vahvistetun tutkimusprotokollan mukaisesti suoritetun ensimmdisen méa-
rityksen jdlkeen kyseisentyyppisid eldinperdisid eli maaeldimestd tai kalasta perdisin olevia partikkeleita
havaitaan yli viisi, médrityksen tulos raportoidaan 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua terminologiaa kayttien.

Tulosten ilmoittaminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava mistd aineksesta mddritys on tehty (sedimentti,
flotaatti, raaka-aine) ja kuinka monta méritystd tehtiin.

Laboratorion raportin on siséllettdvd ainakin tieto maaeldimistd ja kalasta periisin olevien ainesosien
esiintymisesta.

Eri tuloksista raportoidaan seuraavasti:
Kyseisentyyppistd eldinperiistd partikkelia ei havaittu:

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa ndytteessd ei todettu
maaeldimistd perdisin olevia partikkeleita.

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa niytteessd ei todettu
kalasta perdisin olevia partikkeleita.

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa niytteessd ei todettu
maaeldimistd perdisin olevia partikkeleita keskimaarin enempdd kuin viisi mééritystd kohti. Partikkelit
tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi ...]. Timi vdhidinen maird on mikroskoop-
pisen menetelmin toteamisrajan alapuolella, mikd tarkoittaa sité, ettd vadrd positiivinen tulos on mah-
dollinen.

tai, tapauksen mukaan,

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa niytteessd ei todettu
kalasta perdisin olevia partikkeleita keskimaarin enempdd kuin 5 madritystd kohti. Partikkelit tunnistet-
tiin seuraaviksi: ... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus ...]. Timd vdhdinen madrd on
mikroskooppisen menetelmén toteamisrajan alapuolella, miké tarkoittaa sitd, ettd vddrd positiivinen
tulos on mahdollinen.

Jos néyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai
jyvit), josta eldinperdiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperdisid partikkeleita havaitaan ainoastaan
seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympiriston epapuhtauksista.

Kyseisentyyppisid eldinperdisid partikkeleita havaittu keskiméirin enemman kuin viisi

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa néytteessd todettiin
maaeldimistd perdisin olevia partikkeleita keskiméddrin enemmén kuin viisi madritystd kohti. Partikkelit
tunnistettiin seuraaviksi: ... [luu, rusto, lihas, karva, sarvi ...].
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tai, tapauksen mukaan,

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratorioon toimitetussa néytteessd todettiin ka-
lasta periisin olevia partikkeleita keskimaarin enemman kuin viisi maritystd kohti. Partikkelit tunnis-
tettiin seuraaviksi:... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus ...].

Jos niyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai
jyvit), josta eldinperiiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperiisid partikkeleita havaitaan ainoastaan
seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympdriston epapuhtauksista.

Polymeraasiketjureaktio (PCR)
Periaate

Eldinperdisid deoksiribonukleiinihapon (DNA) fragmentteja, joita rehuaineissa ja rehuseoksissa saattaa esiin-
tyd, havainnoidaan geneettiselld amplifikaatiotekniikalla (PCR-tekniikalla), joka kohdennetaan lajikohtaisiin
DNA-sekvensseihin.

PCR-menetelmé edellyttdd ensiksi DNA:n eristysvaihetta. Seuraavassa vaiheessa ndin eristetty DNA ampli-
fioidaan mairityksen kohteena olevan eldinlajin havaitsemiseksi.

Reagenssit ja vilineet
Reagenssit
Reagenssit DNA:n eristysvaihetta varten

Ainoastaan reagensseja, jotka EURL-AP on hyviksynyt ja verkkosivuillaan julkaissut, saa kayttaa.

Reagenssit geneettistd amplifikaatiovaihetta varten
Alukkeet ja koettimet

Ainoastaan alukkeita ja koettimia, joiden oligonukleotidisekvenssit EURL-AP on validoinut, saa kayttdd (1).

Master Mix

Ainoastaan Master Mix -liuoksia, jotka eivit sisalld reagensseja, jotka saattavat johtaa eldin-DNA:n esiinty-
misen vuoksi véiriin tuloksiin, saa kayttda (?).

Dekontaminaatioreagenssit.
Suolahappoliuos (0,1N).
Natriumhypokloriittiliuos (0,15 % aktiivista klooria).

Syovyttamattomat reagenssit kalliiden laitteiden, kuten analyysivaakojen (esim. MP Biomedicals -yrityksen
tuote DNA Erase™) dekontaminointiin.

Laitteet

Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.

Jauhamisvilineet.

Limpoblokki, joka mahdollistaa reaaliaikaisen polymeraasiketjureaktion (PCR)
Mikrosentrifugi mikrofugiputkia varten.

Mikropipettejd, joilla voidaan pipetoida tilavuudeltaan 1-1 000 pl:n néytteité.

Molekyylibiologiassa kaytettavit tavanomaiset muoviastiat: mikrofugiputket, suodattimelliset mikropipettien
muovikirjet, limpoblokkiin soveltuvat levyt.

Pakastimet nédytteiden ja reagenssien sdilytystd varten.

(") Luettelo niistd méirityksen kohteena oleville kullekin eldinlajille vahvistetuista koettimista ja alukkeista on saatavana EURL-AP:in

verkkosivustolla.

(3) Esimerkkejd

toimivista Master Mix -liuoksista on saatavana EURL-AP:n verkkosivustolla.
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2.2.6.1

2.2.6.2

Naytteenotto ja ndytteiden valmistus
Naytteenotto

Kiytetddn liitteen I sddnndsten mukaisesti otettua edustavaa ndytettd.

Naytteen valmistus

Laboratoriondytteet on esikésiteltdvdi DNA:n eristimistd varten liitteessd II vahvistettujen vaatimusten mu-
kaisesti. Vihintddn 50 grammaa ndytettd on jauhettava mdadritystd varten.

Niytteen valmistus on tehtdvé eri huoneissa kuin DNA:n eristys ja geneettinen amplifikaatioreaktio 1SO
24276 -standardissa kuvatulla tavalla.

Valmistetaan vihintddn kaksi 100 mg:n suuruista testindytetti.

DNA:n eristdminen

DNA eristetddn ndytteistd, jotka on esikdsitelty EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toi-
mintaohjeiden mukaisesti.

Jokaista DNA:n eristyskertaa kohti tehdddn kaksi eristyskontrollia ISO 24276 -standardissa kuvatulla tavalla:
— negatiivinen DNA-eristyskontrolli,
— positiivinen DNA-eristyskontrolli.

Geneettinen amplifikaatio

Geneettinen amplifikaatio suoritetaan kullekin tunnistettavalle lajille validoitua menetelmaa kayttden. Nama
menetelmdt on vahvistettu EURL-AP:n laatimissa ja verkkosivullaan julkaisemissa toimintaohjeissa. Kukin
eristetty DNA on maddritettdvd vdhintdadn kahtena eri laimennoksena, jotta inhibitio voidaan arvioida.

Jokaista kohdelajia kohti tehdddn kaksi amplifikaatiokontrollia ISO 24276 -standardissa kuvatulla tavalla:
— kohteen positiivinen DNA-kontrolli kullekin PCR-ajolle tai PCR-testisarjalle,
— amplifikaation reagenssikontrolli (ilman DNA-templaattia NTC) kullekin PCR-ajolle tai PCR-testisarjalle.

Tulosten tulkinta ja esittdminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava ainakin kaytettyjen testindytteiden paino, kaytetty
eristystekniikka, suoritettujen maritysten méddrd ja menetelmén toteamisraja.

Tuloksia ei saa tulkita eikd raportoida, jos testin kohteesta ei positiivisessa DNA-eristyskontrollissa ja
kohteen positiivisessa DNA-kontrollissa saada positiivisia tuloksia kun taas amplifikaation reagenssikontrolli
on negatiivinen.

Jos kahdesta testindytteestd saadut tulokset eivdt ole yhdenmukaisia, ainakin geneettinen amplifikaatio on
toistettava. Jos laboratorio epdilee, ettd epiyhdenmukaisuus voi johtua eristetystd DNA:sta, DNA:n eristys ja
geneettinen amplifikaatio on tehtdvd uudelleen ennen tulosten tulkitsemista.

Lopullisten raportoitavien tulosten on perustuttava kyseisestd kahdesta testindytteestd saatujen tulosten
yhdistdmiseen ja tulkintaan EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden mukai-
sesti.

Negatiivinen tulos

Negatiivinen tulos on raportoitava seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa ndytteessd ei todettu yhtddn X:n DNA:ta (X on testin kohteena oleva eldinlaji tai
eldinlajiryhma).

Positiivinen tulos

Positiivinen tulos raportoidaan seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa ndytteessi todettiin X:n DNA:ta (X on testin kohteena oleva eldinlaji tai eldin-
lajiryhma).”
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