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DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 7 czerwca 1984 r.

zmieniajaca zalaczniki do dyrektywy Rady 77/96/EWG z dnia 21 grudnia 1976 r. w sprawie badan
$wiezego miesa wieprzowego na obecno$¢ wlosieni (trichinella spiralis) przed przywozem z panstw
trzecich

(84/319/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote Gos-
podarcza,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 77/96/EWG z dnia 21 grudnia
1976 r. w sprawie badan $wiezego migsa wieprzowego na obec-
no$¢ wiosieni (trichinella spiralis) przed przywozem z panstw
trzecich ('), ostatnio zmieniong dyrektywa 83/91/EWG (?),
w szczegdlnosci jej art. 8,

a takze majgc na uwadze, co nastgpuje:

ostatnie badania umozliwily opracowanie pewnych metod
wykrywania wlosieni w migsie wieprzowym; wiarygodnos¢ tych
metod z punktu widzenia ochrony zdrowia jest rownowazna
metodom stosowanym dotychczas; w zwigzku z tym do zalacz-
nika I do dyrektywy 77/96/EWG nalezy wprowadzi¢ whasciwe
uzupelnienia;

w celu ulatwienia przeprowadzania badan na obecno$¢ wlosieni
panstwom trzecim oraz Pafnstwom Czlonkowskim nalezy umo-

zliwi¢ dokonanie wyboru migdzy przewidzianymi metodami
badan;

nalezy przeprowadzi¢ niektdore dostosowania techniczne obecnie
stosowanych metod badan na obecnos¢ wlosieni oraz w zakresie
warunkow, jakie musza zosta¢ spelnione przez laboratoria zaj-
mujace si¢ wykrywaniem wiosieni;

() Dz.U.L262z31.1.1977, str. 67.
(3 Dz.U.L 59z 5.3.1983, str. 34.

srodki ustanowione w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinig
Stalego Komitetu Weterynaryjnego,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

W dyrektywie 77/96/EWG wprowadza si¢ zmiany okreslone
w Zalaczniku.

Artykut 2

Panstwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy ustawowe,
wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy nie pdzniej niz do dnia 1 stycznia 1985 r.
i niezwlocznie powiadomia o tym Komisje.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 7 czerwca 1984 r.

W imieniu Komisji
Poul DALSAGER

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

A. W zalgczniku I wprowadza si¢ nastepujace zmiany:

1.

W punkeie II lit. a):

— tiret dziesigte otrzymuje brzmienie:

,— stereomikroskop (powigkszenie 15-40 x) z odpowiednim Zrodlem $wiatla,”,

— tiret ostatnie otrzymuje brzmienie:

,— plyn trawigcy sporzadzony w nastepujacy sposéb:

10 g pepsyny (80 ufg FIP: Miedzynarodowa Federacja Farmacji), 5 ml HCl (przynajmniej 37 %)
dopelnione do objetosci litra woda.”.

Punkt III otrzymuje brzmienie:

LI METODA SZTUCZNEGO WYTRAWIANIA PROBEK ZBIORCZYCH

a) Sprzet i odczynniki

n6z i pinceta do pobierania prébek,

rozdrabniacz migsa z otworami o $rednicy 2-3 mm,

kolba Erlenmeyera o pojemnosci 3 litréw z korkiem gumowym lub baweliano-welnianym,
rozdzielacz stozkowy oddzielajacy o pojemnosci 2 000 ml,

zwykly statyw o podstawie A, o okoto 28 cm dlugosci z 80 cm korpusem,

pierScien o $rednicy okolo 10-11 cm przymocowany do statywu,

uchwyt z plaskimi zaciskami (23 x 40 mm), przymocowany do statywu z podwdjng ztaczka,

sito (0 oczkach 177 mikronéw), o zewnetrznej $rednicy 11 cm z siatka mosi¢zng lub ze stali
nierdzewnej,

lejek z wewngtrzng $rednicg nie mniejsza niz 12 cm,
kalibrowane 100 ml szklane cylindry,

stereomikroskop (powigkszenie 15-40 x) z odpowiednim Zrédtem $wiatla lub trychinoskop ze
stolem poziomym dla kompresora z odpowiednim Zrédlem $wiatla,

w przypadku stosowania trychinoskopu: rynienka do liczenia larw, ktéra mozna opisac
W nastepujacy sposob:

rynienka do liczenia larw wykonana z akrylowych plytek o grubosci 3 mm w sposob
nastepujacy:

i) dno rynienki, podzielone na czworokatne pola, o wymiarach 180 x 40 mm;
ii) boki o wymiarach 230 x 20 mm;

iii) szczyty o wymiarach 40 x 20 mm. Dno i szczyty rynienki umieszcza si¢ migdzy jej bokami,
tworzac w ten spos6b dwa uchwyty na koncach. Dno basenu podwyzsza si¢ 7-9 mm od
podstawy ramy utworzonej przez boki i szczyty. Czgsci basenu zespala si¢ klejem
odpowiednim dla tworzywa,

w przypadku uzywania stereomikroskopu kilka plytek Petriego o $rednicy 9 cm, podzielonych
od spodu na pola 10 x 10 mm przy uzyciu wskazanego instrumentu,

kilka zbiornikéw 10-litrowych do uzytku podczas stosowania dekontaminacji, takiej jak
obrébka formalinowa, do sprzetu, i do pozostalego plynu wytrawiajacego w wypadku wyniku
pozytywnego,

kwas solny o stezeniu 37 %,

pepsyna o mocy: 1:10 000 NF (Narodowy Receptariusz USA)
odpowiadajacej 1: 12 500 BP (Farmakopea Brytyjska)

lub 2 000 FIP (Migdzynarodowa Federacja Farmacj),

tace odpowiednie do zgromadzenia 50 dwugramowych prébek,

waga o doktadnosci do 0,1 g.
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b) Pobieranie probek

1.

W przypadku calych tusz pobiera si¢ probe o wadze okoto 2 g z odndg przepony w przejsciu
w czg$¢ Sciegnistg. W przypadku braku odndg przepony pobiera si¢ probke tego samego
rozmiaru z czgSci zebrowej lub mostkowej przepony, z migéni okolojezykowych lub
zuchwowych lub z mig$ni brzusznych.

W przypadku kawalkoéw migsa pobiera si¢ probke o wadze okoto 2 g z migsni szkieletowych,
o mozliwie najmniejszej zawartosci thuszczu, w miarg mozliwosci z miejsca w poblizu kosci
lub Sciggien.

¢) Metoda

1.

i)

ii)

Tworzenie proby zbiorczej (jednoczesne badanie 100 probek)

Pobiera si¢ probke o wadze okolo 1 g z kazdej z pojedynczych prébek pobranych z migsa
100 $win. Proba zbiorcza jest nastgpnie jednorazowo umieszczana w rozdrabniaczu
miegsa.

Rozdrobnione migso umieszcza si¢ w trzylitrowej kolbie Erlenmeyera razem z 7 g
pepsyny, 2 litrami wody podgrzanej do temperatury okolo 40-41 °C i 25 ml steZonego
kwasu solnego. Mieszankg wstrzasa si¢ w celu rozpuszczenia pepsyny.

pH roztworu powinno wynosi¢ 1,5-2,0.

— Dla ulatwienia wytrawienia kolb¢ Erlenmeyera umieszcza si¢ w cieplarce
w temperaturze 40-41 °C na okolo 4 godziny. W tym czasie kolbe regularnie
wstrzasa si¢ co najmniej 2 razy na godzine.

— Roztwor po wytrawieniu przefiltrowuje si¢ przez sito do rozdzielacza o pojemnosci
2 litréw i pozostawia na stojaku przynajmniej przez 1 godzing.

— Uzyskany plyn o objgtosci catkowitej okoto 45 ml przelewa si¢ do kalibrowanego
cylindra, a nastgpnie rozdziela si¢ na trzy plytki Petriego, po 15 ml na kazda plytke,
ktorej dno jest podzielone na kwadraciki.

— Kazdg plytke Petriego bada si¢ starannie pod stereomikroskopem na obecnos¢ larw
wlosni.

— Przy stosowaniu rynienek do liczenia larw uzyskany plyn o objetosci 45 ml nalezy
rozdzieli¢ na dwie rynienki do liczenia larw i bada si¢ go pod trychinoskopem.

Larwy pojawiaja si¢ jako identyfikowalne organizmy w osadzie oraz czesto, gdy woda
jest letnia, mozna zaobserwowaé zwijajace i rozwijajace ruchy »spiralic.

— Plyn bada si¢ niezwlocznie po jego uzyskaniu. W zadnym przypadku badania nie
mozna odklada¢ na dzieni nastepny.

Jezeli plyn jest metny lub nie zostat zbadany w czasie 30 minut od jego uzyskania,
oczyszcza si¢ go w nastepujacy sposob. Ostateczna probke o objetosci 45 ml przelewa
si¢ do kalibrowanego cylindra i pozostawia na 10 minut. Po uplywie tego czasu 30
ml supernatatu odejmuje si¢ za pomoca metody zasysania, a pozostale 15 ml
uzupelnia si¢ do 45 ml woda. Po uplywie kolejnych 10 minut ponownie 30 ml
supernatatu usuwa si¢ poprzez zasysanie, a pozostate 15 ml przelewa si¢ na plytke
Petriego lub na rynienk¢ do liczenia larw w celu zbadania. Kalibrowany cylinder
oplukuje si¢ 10 ml wody, a nastepnie przelewa si¢ ja na plytke Petriego lub na rynienke
do liczenia larw w celu zbadania.

Préby zbiorcze z mniej niz 100 prébek

Jezeli jest mniej niz 15 pojedynczych probek, moga by¢ one dodane do calkowitej proby
zbiorczej 100 prébek i badane razem z tymi probkami. Jezeli badaniu poddaje si¢ wigcej
niz 15, a mni¢j niz 100 prébek, objetos¢ plynu wytrawiajacego zmniejsza si¢
proporcjonalnie.
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W przypadku pozytywnego lub watpliwego wyniku badania proby zbiorczej od kazdej $wini
pobiera si¢ dalsze 20 g prébki, zgodnie z lit. b). 20 g probek z pieciu $win faczy si¢ i bada
zgodnie z opisang powyzej metoda. W ten sposéb zostana przebadane préby z 20 grup
trzody chlewnej, po 5 $win kazda. W przypadku wykrycia wlosieni w probie zbiorczej od 5
$win dalsze 20 g probki pobiera si¢ od pojedynczych sztuk z grupy, przy czym kazda z nich
jest oddzielnie przebadana z zastosowaniem metody opisanej powyzej.”

3. Dodaje si¢ punkty IV, Vi VI w brzmieniu:

,IV. METODA MECHANICZNIE WSPOMAGANEGO WYTRAWIANIA PROBY ZBIORCZEJ|TECHNIKA
SEDYMENTAC]I

a)

Sprzet i odczynniki

n6z i nozyczki do pobierania prébek,

tace z ponumerowanymi polami na 50 préb, z ktérych kazde moze pomiesci¢ prébki o
$redniej wadze 2 g kazda,

mieszarka Stomacher Lab 3 500 thermomodel,
plastikowe torebki do mieszarki Stomacher,

stozkowe rozdzielacze o pojemnosci 2 litréw, w miar¢ mozliwosci zaopatrzone w teflonowe
zatyczki bezpieczefistwa,

statywy, pierécienie i zaciski,

sito o otworach 177 mikronéw, $rednicy zewnetrznej 11 cm i siatce ze stali nierdzewne;j,
lejki 0 wewngtrznej $rednicy nie mniejszej niz 12 cm, do stabilizagji sit,

100 ml szklane, kalibrowane cylindry,

25 ml rozdzielacz,

zlewki o pojemnosci 3 litréw,

tyzka lub szklany pret do mieszania roztworu w zlewce,

plastikowa strzykawka i wezyk do odsysania,

miarka o pojemnosci 6 g,

termometr o doktadnosci + 0, 5 °C i o zakresie 1-100 °C,

wibrator, np. elektryczny potrzasacz z odejmowang glowica,

minutnik wlaczajacy si¢ i wylaczajacy si¢ w przedzialach jednominutowych,
trychinoskop z poziomym pulpitem lub stereomikroskop z odpowiednim zZrédtem $wiatla,

rynienka do liczenia larw (w przypadku zastosowania trychinoskopu): rynienka do liczenia
larw wykonana jest z akrylowych plytek o grubosci 3 mm w spos6b nastepujacy:

i) dno rynienki, podzielone na pola, o wymiarach 180 x 40 mm;
ii) boki o wymiarach 230 x 20 mm;

iif) szczyty o wymiarach 40 x 20 mm. Dno i szczyty rynienki umieszcza si¢ miedzy jej bokami,
tworzac w ten sposob dwa uchwyty na koficach. Dno rynienki podwyzsza si¢ 7-9 mm od
podstawy ramy utworzonej przez boki i szczyty. Czesci rynienki zespala si¢ klejem
odpowiednim dla tworzywa,

w przypadku uzywania stereomikroskopu kilka plytek Petriego o $rednicy 9 cm, podzielonych
od spodu na pola 10 x 10 mm przy zastosowaniu wskazanego instrumentu,

17,5-procentowy roztwér kwasu solnego,

pepsyna o mocy 1:10 000 NF (Narodowy Receptariusz USA)
odpowiadajacej 1:12 500 BP (Farmakopea Brytyjska)

lub 2 000 FIP (Migdzynarodowa Federacja Farmacji),

kilka 10-litrowych zbiornikéw uzywanych podczas dekontaminacji, takiej jak obrébka
formaling, sprz¢tu oraz dla pozostalego plynu wytrawiajacego w przypadku pozytywnych
wynikéw,

waga o dokladnosci do 0,1 g.
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b) Pobieranie probek

1. W przypadku calych tusz pobiera si¢ probke o wadze okolo 2 g z filaru przepony w przejsciu
do czedci Sciggnistej. W przypadku braku filaréw przepony pobiera si¢ takg sama prébke z
czedci zebrowej lub mostkowej przepony, z mig$ni zuchwowych lub z migéni brzusznych.

2. W przypadku kawatkow migsa pobiera si¢ probke o malej zawartosci ttuszczu i o wadze okoto
2 g z migéni szkieletowych oraz, w miar¢ mozliwosci, z miejsca w poblizu kosci lub Sciggien.

¢) Metoda

1. Sposdb wytrawiania

i) Catkowita préba zbiorcza (jednoczesne badanie 100 prébek)

Mieszarka Stomacher 3 500 powinna by¢ zaopatrzona w podwéjng plastikows
torebke i urzadzenie do utrzymania temperatury 40-41 °C.

Péltora litra wody podgrzanej do temperatury 32-35 °C przelewa si¢ do wewngtrznej
torebki plastikowej i nastgpnie wod¢ podgrzewa si¢ do temperatury 40-41 °C.

Nastepnie do wody w stomacherze dodaje si¢ 25 ml 17,5-procentowego kwasu
solnego.

Nastepnie dodaje si¢ 100 prébek o wadze okoto 1 g kazda (o temperaturze 25-30 °C),
pobranych z kazdej indywidualnej prébki zgodnie z lit. b)

Na koficu nalezy doda¢ 6 g pepsyny. Nalezy Scisle przestrzega¢ wskazanego porzadku
dodawania w celu zapobiezenia rozkladowi pepsyny.

Stomacher wytrzasa zawarto$¢ torebki przez 25 minut.

Nastepnie torebke wyjmuje si¢ ze stomachera, a plyn wytrawiajacy filtruje si¢ przez
sito do 3-litrowej zlewki.

Plastikows torebke przeplukuje si¢ okoto 100 ml wody, ktéra nastepnie przelewa si¢
przez sito do filtratu w zlewce.

Jezeli jest mniej niz 15 pojedynczych prob, moga by¢ one dodane do catkowitej proby
zbiorczej skladajacej si¢ ze 100 prébek i badane razem z tymi prébkami.

ii) Préba zbiorcza zlozona z mniej niz 100 prébek

Mieszarka Stomacher 3 500 powinna by¢ zaopatrzona w podwéjng plastikowa
torebke i urzadzenie do utrzymania temperatury 40-41 °C.

Plyn wytrawiajacy sporzadza si¢ przez wymieszanie okoto péttora litra wody i 25 ml
17,5-procentowego kwasu solnego i 6 g pepsyny, przy zachowaniu temperatury
40-41 °C. Nalezy §ciSle przestrzega¢ wskazanego porzadku dodawania w celu
zapobiezenia rozkladowi pepsyny.

Z plynu wytrawiajacego odmierza si¢ 15 ml na 1 g probki (np. dla 30 prébek
wymagana objeto$¢ wynosi 30 x 15 ml = 450 ml) i t¢ ilo$¢ plynu przenosi do dwoch
wewnetrznych plastikowych torebek wraz z prébkami migsa po okolo 1 g (o
temperaturze 25-30 °C), pobranymi z kazdej z indywidualnych prébek zgodnie
z lit. b).

Wode o temperaturze okoto 41 °C przelewa si¢ do zewnetrznej torebki, tak aby
catkowita objeto$¢ w obu torebkach wynosita péttora litra.

Stomacher wytrzasa zawarto$¢ torebki przez 25 minut.

Nastepnie torebke wyjmuje si¢ ze stomachera, a plyn wytrawiajacy filtruje si¢ przez
sito do 3-litrowej zlewki.

Plastikowq torebke przeptukuje si¢ w 100 ml wody, ktdra nastepnie przelewa si¢ przez
sito do filtratu w zlewce.

2. Oddzielanie larw metodg sedymentacji

— L6d (o wadze 300-400 g w platkach, tuskach lub pokruszony) dodaje si¢ do plynu
wytrawiajacego, doprowadzajgc jego objeto$¢ do okolo 2 litréw. Nastepnie plyn ten
miesza si¢ do chwili rozpuszczenia lodu.

W przypadku mniejszych prébek zbiorczych (patrz ii)) ilo$¢ lodu odpowiednio zmniejsza

sie.

— Wychlodzony plyn wytrawiajacy przenosi si¢ do dwulitrowego rozdzielacza
wyposazonego w wibrator z dodatkowym zaciskiem.
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— Sedymentacja powinna trwa¢ 30 minut, przy czym wirowanie odbywa si¢ w sposéb
przerywany, tj. 1 minuta wirowania, po czym nastepuje 1 minuta przerwy.

— Po 30 minutach wirowania 60 ml sedymentu przenosi si¢ bezzwlocznie do 100 ml
kalibrowanego cylindra (po uzyciu rozdzielacz zostaje przemyty roztworem
CZyszczacym).

— 60 ml prébki odstawia si¢ na co najmniej 10 minut, a nastgpnie supernatant odsysa sig,
pozostawiajac 15 ml do badania na obecnos¢ larw.

— Do odsysania mozna zastosowa¢ strzykawke jednorazowego uzytku polaczong z
plastikowym przewodem.

Dlugos¢ przewodu powinna by¢ taka, aby w kalibrowanym cylindrze pozostawato 15 ml,
gdy stopka strzykawki spoczywa na krawedzi cylindra.

— Pozostale 15 ml przelewa si¢ do rynienki do liczenia larw lub dwu plytek Petriego i bada
si¢ odpowiednio pod trychinoskopem lub stereomikroskopem.

— Plyn wytrawiajacy bada si¢ niezwlocznie. W zadnym przypadku badania nie mozna
odkladad na dzien nastepny.

Jezeli plyny sa metne lub nie zostaly zbadane w czasie 30 minut od ich sporzadzenia,
oczyszcza si¢ je w nastepujacy sposob. Probke konicows o objetosci 60 ml przelewa si¢ do
kalibrowanego cylindra i pozostawia na 10 minut. Po uplywie tego czasu odsysa si¢ 45
ml supernatantu, a pozostale 15 ml uzupelnia sic woda do objetosci 45 ml. Po uplywie
nastepnych 10 minut odsysa si¢ 30 ml supernatantu, a pozostate 15 ml przelewa si¢ na
plytke Petriego lub rynienke do liczenia larw w celu zbadania. Kalibrowany cylinder
przeptukuje si¢ 10 ml wody, ktérg nastgpnie przelewa si¢ na plytke Petriego lub rynienke
do liczenia larw w celu zbadania.

3. W przypadku pozytywnego lub watpliwego wyniku badania proby zbiorczej od kazdej $wini
pobiera si¢ dalsze 20 g prébki, zgodnie z lit. b). 20 g probek z pieciu $win nalezy polaczy¢
i zbada¢ za pomocg metody opisanej powyzej. W ten sposdb zostang przebadane proby z
20 grup trzody chlewnej, po 5 $win kazda. W przypadku wykrycia wlosieni w prébie zbiorczej
od 5 $win od pojedynczych sztuk z grupy pobiera si¢ 20 g probki i kazda poddaje si¢ badaniu
z zastosowaniem metody opisanej powyzej.

V. METODA MECHANICZNIE WSPOMAGANEGO WYTRAWIANIA PROBKI ZBIORCZE]J/TECHNIKA
IZOLACJI FILTROWE]

a)

Sprzet i odczynniki

Wymienione w metodzie IV lit. a).

Oprécz tego, dodatkowe wyposazenie:

— litrowy rozdzielacz (Gelmana), wyposazony w uchwyt filtru ($rednica 45 mm),
— plytki filtrow; plytki filtrow skladaja sie z:

okraglej siatki ze stali nierdzewnej, z oczkami o $rednicy 35 mikronéw ($rednica plytki
45 mm),

dwdch gumowych pierscieni grubosci 1 mm (Srednica zewngtrzna powinna wynosi¢ 45 mm,
a wewnetrzna 38 mm),

okraglej siatki umocowanej migdzy dwoma gumowymi pierScieniami oraz umocowanej do
nich dwusktadnikowym klejem odpowiednim dla tych materialow,

— kolba Erlenmeyera o pojemnosci 3 litréw, zaopatrzona w boczny wezyk do odsysania,
— pompa filtrujaca,

— plastikowe torebki o pojemnosci co najmniej 80 ml,

— sprzet do zgrzewania torebek plastikowych,

— renniny o mocy 1:1 500 000 jednostek Soxleta na 1 g.

Pobieranie prébek

Patrz metoda IV lit. b).
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9

Metoda

Sposdb wytrawiania

i) Calkowite proby zbiorcze(obejmujace 100 préobek jednocze$nie)
Patrz metoda IV lit. ¢) pkt 1 i).

ii) Préba zbiorcza zlozona z mniej niz 100 prébek

Patrz metoda IV lit. ¢) pkt 1 ii).

Oddzielanie larw przez filtrowanie

— L6d (o wadze 300-400 g w platkach, tuskach lub pokruszony) dodaje si¢ do plynu
wytrawiajacego, doprowadzajac jego objetos¢ do okoto 2 litréw.

W przypadku mniejszej proby zbiorczej ilos¢ lodu odpowiednio zmniejsza sie.

— Plyn wytrawiajacy miesza si¢ do czasu rozpuszczenia lodu. Nastgpnie plyn ten pozostawia
si¢ co najmniej na trzy minuty, aby larwy mogly si¢ zwinac.

— Rozdzielacz Gelmana, zaopatrzony w uchwyt i plytke filtrujaca, umieszcza si¢ w kolbie
Erlenmeyera polaczonej z pompa filtrujaca.

— Plyn wytrawiajacy przelewa si¢ do rozdzielacza Gelmana, a nastgpnie filtruje. Pod koniec
filtrowania przechodzenie plynu wytrawiajacego przez filtr moze by¢ wspomagane
zasysaniem z pompy filtrujacej. Zasysanie nalezy przerwad, zanim filtr stanie si¢ suchy, tj.
kiedy w rozdzielaczu pozostanie 2-5 ml plynu.

— Po zakonczeniu filtrowania plynu wytrawiajacego dysk filtru wyjmuje si¢ i umieszcza
w torebce plastikowej o pojemnosci 80 ml razem z 15-20 ml roztworu renniny. Roztwor
renniny sporzadza si¢ przez dodanie 2 g renniny do 100 ml wody.

— Torebke plastikowa zgrzewa si¢ dwukrotnie i umieszcza w stomacherze, miedzy
wewnetrzng i zewnetrzng torebka.

— Stomacher pozostawia si¢ na 3 minuty, niezaleznie od tego, czy pracuje na pelnej, czy
niepelnej probie zbiorczej.

— Po 3 minutach torebke plastikowa z dyskiem filtru i roztworem renniny wyjmuje si¢ ze
stomachera i otwiera nozyczkami. Ptyn przelewa si¢ do rynienki do liczenia larw lub na
plytke Petriego. Torebke natomiast przeptukuje si¢ 5-10 ml wody, ktéra przelewa si¢ do
rynienki do badania pod trychinoskopem lub na plytke Petriego do badania pod
stereomikroskopem.

— Plyn powinien by¢ badany bezzwlocznie. W zadnym przypadku badania nie mozna
odklada¢ na dzief nastepny.

Uwaga

Plytki filtréw nie moga by¢ uzywane, jesli nie sa zupelnie czyste. Nie nalezy nigdy dopusci¢
do wysuszenia nieoczyszczonych filtréw.

Plytki filtrow czysci si¢ przez pozostawienie ich w roztworze renniny na noc. Przed uzyciem
myje si¢ je w §wiezym roztworze renniny z uzyciem stomachera.

W przypadku pozytywnego lub watpliwego wyniku badania préby zbiorczej od kazdej $wini
pobiera si¢ dalsze 20 g, zgodnie z lit. b). 20 g prébek z pigciu $win nalezy polaczy¢ i zbadaé
za pomocg metody opisanej powyzej. W ten sposob zostang przebadane préby z 20 grup
trzody chlewnej, po pie¢ $win kazda. W przypadku wykrycia wlosni w probie zbiorczej od 5
$win od pojedynczych sztuk z grupy pobiera si¢ 20 g prébki i kazda z nich poddaje si¢ badaniu
zgodnie z metoda opisang powyzej.

VI. METODA WYTRAWIANIA PROBY ZBIORCZE] Z ZASTOSOWANIEM METODY MAGNETYCZ-
NEGO MIESZANIA

a)

Sprzet i odczynniki

n6z i pinceta do pobierania prébek,

tace z oznaczonymi 50 polami, z ktérych kazde moze pomiesci¢ probki o wadze okolo 2 g
miesa kazda,

rozdrabniacz Moulinette,

mieszadla magnetyczne, z plytka o temperaturze regulowanej termostatem i pokrytymi
teflonem pretami mieszajacymi, o dlugosci okoto 5 c¢m,
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rozdzielacze stozkowe o pojemnosci 2 litrow,

statywy, pierScienie, uchwyty,

sito o siatce ze stali nierdzewnej, z oczkami 177 mikronéw o Srednicy zewnetrznej 11 cm,
lejki o $rednicy wewnetrznej nie mniejszej niz 12 cm, do umieszczenia sit,

zlewka o pojemnosci 3 litrow,

kalibrowane cylindry o pojemnosci okoto 50 ml lub cylindry wiréwkowe,

trychinoskop z poziomym pulpitem lub stereomikroskop z odpowiednim Zrédlem $wiatla,

rynienka do liczenia larw (w przypadku zastosowania trychinoskopu): rynienka do liczenia
larw wykonana jest z akrylowych plytek o grubosci 3 mm w sposéb nastepujacy:

i) dno rynienki, podzielone na pola, o wymiarach 180 x 40 mm;

ii) boki o wymiarach 230 x 20 mm;

iii) szczyty o wymiarach 40 x 20 mm. Dno i szczyty rynienki umieszcza si¢ miedzy jej
bokami, tworzac w ten sposéb dwa uchwyty na koricach. Dno rynienki podwyzsza sie
7-9 mm od podstawy ramy utworzonej przez boki i szczyty. Czgsci rynienki zespala sie

klejem odpowiednim dla tworzywa,

kilka plytek Petriego o Srednicy 9 cm (w przypadku zastosowania stereomikroskopu)
podzielonych od spodu na pola 10 x 10 mm przy uzyciu wskazanego instrumentu,

folia aluminiowa,

kwas solny 25-procentowy,

pepsyna o mocy: 1:10 000 NF (Narodowy Receptariusz USA)
odpowiadajacej 1: 12 500 BP (Farmakopea Brytyjska)

lub 2 000 FIP (Migdzynarodowa Federacja Farmacj),

woda podgrzana do temperatury 46-48 °C,

kilka 10-litrowych zbiornikéw uzywanych podczas dekontaminacji, takiej jak obrdbka
formalina, sprzetu oraz dla pozostatego plynu wytrawiajacego w przypadku pozytywnych

wynikow,

— waga z dokladnoscig do 0,1 g.

Pobieranie probek

1. W przypadku calych tusz pobiera si¢ probe o wadze okoto 2 g z filaru przepony w przejsciu
do czgsci Sciggnistej. W przypadku braku filaréw przepony pobiera si¢ taka sama prébke z
czesci zebrowej lub mostkowej przepony, z migsni zuchwowych lub z migéni brzusznych.

2. W przypadku kawatkéw migsa pobiera si¢ prébke o wadze okoto 2 g z migéni szkieletowych,
o0 malej zawartosci thuszczu oraz, w miar¢ mozliwosci, z miejsca w poblizu kosci lub Sciggien.

Metoda

1. i) Tworzenie proby zbiorczej (po 100 probek jednoczesnie)

— 100 probek, o $redniej wadze 1 g kazda, pobranych z pojedynczych prébek zgodnie
z lit. b), rozdrabnianych jest w rozdrabniaczu Moulinette. Rozdrabniacz uzywany jest
od trzech do czterech razy, przez okoto sekundg za kazdym razem.

— Rozdrobnione migso przenoszone jest do 3-litrowej zlewki i traktowane 10 g
pepsyny. 2 litry wody podgrzanej do 46-48 °C przelewa si¢ do zlewki razem z 16

ml kwasu solnego.

— Wkiadke mieszajacg rozdrabniacza za kazdym razem wklada si¢ do zlewki z ptynem
wytrawiajagcym w celu oddzielenia przyczepionych skrawkéw migsa.

— Precik mieszajacy umieszcza si¢ w zlewce, ktéra przykrywa sig folig aluminiowa.
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— Zlewke umieszcza si¢ na podgrzanej plytce grzewczej mieszadla magnetycznego
i zaczyna si¢ proces mieszania. Przed rozpoczeciem mieszania mieszadlo nalezy
wyregulowad, tak aby utrzymywalo staly temperature 44-46 °C podczas calego
procesu mieszania. Podczas procesu mieszania plyn powinien wirowal
z dostatecznie duzg predkoscia, aby uzyskaé gleboki wir bez rozpryskiwania.

— Plyn wytrawiajacy mieszany jest 30 minut, po czym mieszadlo wylacza si¢, a plyn
przelewa si¢ przez sito do rozdzielacza sedymentacyjnego.

— Plyn w rozdzielaczu odstawia si¢ na 30 minut.

— Po 30 minutach plyn z osadem w ilosci 40 ml szybko przelewa si¢ do kalibrowanego
cylindra lub cylindra wir6wki.

— Probe 40 ml pozostawia si¢ na 10 minut, a nastgpnie odsysa si¢ 30 ml supernatantu,
pozostawiajac objeto$¢ wynoszacg 10 ml.

— Pozostale 10 ml osadu przelewa si¢ do rynienki lub plytki Petriego.

— Nastgpnie cylinder przeplukuje si¢ 10 ml wody, ktéra dodaje si¢ do rynienki do
liczenia larw lub plytki Petriego. Prébke bada si¢ odpowiednio pod trychinoskopem
lub stereomikroskopem.

— Badanie nalezy wykonywa¢ bezzwlocznie. W zadnym przypadku badania nie mozna
odkladaé na dzien nastgpny.

Jezeli plyny nie zostaly zbadane w czasie 30 minut od ich sporzadzenia, nalezy
oczysci¢ je w nastepujacy sposob. Koficowa probke o objetosci 40 ml przelewa sie
do kalibrowanego cylindra i pozostawia na 10 minut. Po uplywie tego czasu 30 ml
supernatantu odsysa si¢, a pozostate 10 ml uzupelnia si¢ woda do 40 ml. Po uplywie
kolejnych 10 minut ponownie odsysa si¢ 30 ml supernatantu, a pozostale 10 ml
przelewa si¢ na plytke Petriego lub na rynienke do liczenia larw w celu zbadania.
Kalibrowany cylinder przeplukuje si¢ 10 ml wody, kt6ra nast¢pnie przelewa si¢ na
plytke Petriego lub na rynienke do liczenia larw w celu zbadania.

Jezeli osad w czasie badania jest metny, probe przelewa si¢ do kalibrowanego cylindra
i uzupelniona woda do objetosci 40 ml, po czym nalezy powtérzy¢ powyzsza
procedure.

ii) Préba zbiorcza sktadajgca sig z mniej niz 100 prébek

W razie potrzeby nie wiecej niz 15 probek 1-gramowych mozna dodaé do catkowitej
proby zbiorczej ztozonej ze 100 prébek i poddaé badaniu razem z tymi prébkami
zgodnie z lit. ) pkt 1 i).Wiecej niz 15 probek bada si¢ jako oddzielng probe zbiorcza. Dla
préb zlozonych z nie wigcej niz 50 prébek objetos¢ plynu wytrawiajacego redukuje sie
do 1 litra.

2. W przypadku pozytywnego lub watpliwego wyniku badania préby zbiorczej od kazdej $wini
pobiera si¢ dalsze 20 g probki, zgodnie z lit. b). 20 g probek z pigciu $win nalezy polaczy¢
i podda¢ badaniu za pomocg metody opisanej powyzej. W ten sposob zostang przebadane
probki z 20 grup trzody chlewnej, po 5 $win kazda. W przypadku wykrycia wlosieni w probie
zbiorczej od 5 $wint od pojedynczych sztuk z grupy pobiera si¢ dalsze 20 g probki i kazda
z nich poddaje si¢ oddzielnemu badaniu z zastosowaniem metody opisanej powyzej.”.

B. W zalgczniku II rozdziat I ust. 1 wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:

1.

2.

Litera b) otrzymuje brzmienie:

,b) zamykane pomieszczenie badawcze, odpowiednio wyposazone, ktére mozna zaciemni¢ podczas
badania wykonywanego przy uzyciu trychinoskopu;”.

Skresla si¢ pkt f); pkt g), h), ), j), k), 1), m) oraz n) otrzymuja odpowiednio oznaczenie f), g), h), i), j), k), 1) oraz m).
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3. Nowy pkt g) otrzymuje brzmienie:

,g) umywalnia przeznaczona do czyszczenia i dezynfekowania sprzetu do bada (np. pojemnikéw na
prébki, kompresoréw, nozy oraz nozyc) z:

— wodoszczelnym pokryciem podlogi, ktére jest odporne na gnicie oraz latwe do czyszczenia
i dezynfekdiji,
— gladkimi $cianami, ktore sa wylozone zmywalnym jasnym pokryciem lub farbg, do wysokosci

przynajmniej 2 m.

Niniejszy przepis nie musi by¢ stosowany, pod warunkiem ze laboratoria stosujace metody wymienione
w zalaczniku I pkt I, III, IV, V, VI sg wyposazone w duzy, odpowiednio skanalizowany zlew.”.



