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DIRECTIVA 2002/70/CE A COMISIEI
din 26 iulie 2002
de stabilire a cerintelor pentru determinarea nivelurilor de dioxine si de PCB de tipul dioxinelor din furaje

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Europene,

avand in vedere Directiva 70/373/CEE a Consiliului din 20 julie
1970 privind introducerea modalitatilor de prelevare de probe si
a metodelor comunitare de analizd pentru controlul oficial al
furajelor (1), astfel cum a fost modificatd ultima data prin Actul de
aderare a Austriei, a Finlandei si a Suediei, in special articolul 2,

intrucat:

(1)  Directiva 1999/29/CE a Consiliului din 22 aprilie 1999
privind substantele si produsele nedorite utilizate in hrana
animalelor (?), astfel cum a fost modificata ultima dati prin
Directiva 2001/102/CE (3), stabileste limite maxime pen-
tru dioxinele si furanii utilizati in anumite furaje si materii
prime pentru furaje.

(2)  Este necesar si se instituie conditii care sd fie respectate de
metodele de analizd, pentru a se asigura faptul cd labora-
toarele utilizeazd metode de analizd cu niveluri compara-
bile de performantd.

(3)  Dispozitiile privind prelevarea de probe si metodele de
analizd au fost elaborate pe baza cunostintelor actuale si
pot fi adaptate astfel incat sd se tind seama de progresul
cunostintelor stiintifice si tehnice.

(4)  Dispozitiile prevdzute de prezenta directivd se referd
exclusiv la analiza dioxinelor si a PCB de tipul dioxinelor
pentru punerea in aplicare a Directivei 2001/102/CE de
modificare a Directivei 1999/29/CE privind substantele si
produsele nedorite utilizate in hrana animalelor.

(5)  Artrebui pusd in practicd o strategie activa pentru a obtine
date fiabile si complete cu privire la prezenta PCB de tipul
dioxinelor in furaje si in materiile prime furajere. Prin
urmare, trebuie sd se prevada cerinte referitoare la metodele
de analizd care urmeazd si fie utilizate la determinarea PCB
de tipul dioxinelor in furaje si in materiile prime furajere.

(6)  Pentru selectarea probelor cu niveluri semnificative de
dioxine se poate utiliza o metodd analiticd de depistare, a
cdrei valabilitate este recunoscutd pe scard largd si cu un

() JOL 170, 3.8.1970, p. 2.
) JOL115,4.5.1999, p. 32.
() JOL6,10.1.2002, p. 45.

grad inalt de eficientd. Nivelurile de dioxine din probele
vizate trebuie s fie determinate cu ajutorul unei metode
analitice de confirmare. Prin urmare, este oportun s se sta-
bileascd cerinte referitoare la metodele analitice de confir-
mare si la metoda de depistare.

(7)  Masurile prevazute de prezenta directivdi sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent pentru
lantul alimentar si sdndtatea animala,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Atrticolul 1

Statele membre se asigurd cd prelevarea de probe pentru controlul
oficial al nivelurilor de dioxine si de furani si determinarea
nivelurilor de PCB de tipul dioxinelor din furaje se efectueazd in
conformitate cu metodele descrise in anexa I.

Articolul 2

Statele membre se asigurd cd pregdtirea probelor si metodele de
analizd folosite pentru controlul oficial al nivelurilor de dioxine si
de furani si determinarea nivelurilor de PCB de tipul dioxinelor din
furaje respectd criteriile descrise in anexa II.

Articolul 3

Statele membre pun in aplicare actele cu putere de lege si actele
administrative necesare pentru a se conforma prezentei directive
pand la 28 februarie 2003. Statele membre informeazd de indatd
Comisia cu privire la aceasta.

Atunci cand statele membre adoptd aceste acte, ele cuprind o
trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicarii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

Articolul 4

Prezenta directivd intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Comunitdtilor Europene.
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Articolul 5

Prezenta directiva se adreseaza statelor membre.

Adoptati la Bruxelles, 26 iulie 2002.

Pentru Comisie
David BYRNE

Membru al Comisiei
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ANEXA I

METODE DE PRELEVARE DE PROBE PENTRU CONTROLUL OFICIAL AL NIVELURILOR DE DIOXINE

)

®)

(PCDD/PCDF) SI PENTRU DETERMINAREA NIVELURILOR DE PCB DE TIPUL DIOXINELOR DIN
ANUMITE FURAJE

Obiect si domeniu de aplicare

Probele pentru controlul oficial al nivelurilor de dioxine (PCDD/PCDF), precum si pentru determinarea
continutului de PCB de tipul dioxinelor (*) din furaje se preleveazd in conformitate cu dispozitiile din Directiva
76/371|CEE a Comisiei din 1 martie 1976 de stabilire a metodelor comunitare de prelevare de probe pentru
controlul oficial al furajelor (2). Probele globale astfel obtinute sunt considerate reprezentative pentru loturile sau
subloturile din care au fost prelevate. Pe baza nivelurilor determinate in probele de laborator se stabileste dacd
se respectd nivelurile maxime previzute de Directiva 1999/29/CE.

Conformitatea lotului sau sublotului cu specificatiile

Laboratorul de control efectueazd o analizd dubld a probei de laborator in cazul in care rezultatul primei analize
este cu mai putin de 20 % sub nivelul maxim sau peste acest nivel si calculeazd media rezultatelor. Lotul este
acceptat dacd rezultatul primei analize este cu mai mult de 20 % sub nivelul maxim sau, in cazul in care este
necesard o dubld analizd, dacd media nu depdseste continutul maxim corespunzitor stabilit de Directiva
1999/29/CE.

Tabelul TEF al OMS (Organizatia Mondiald a Sinatdtii) privind evaluarea riscurilor pentru om, pe baza concluziilor reuniunii OMS
din Stockholm, Suedia, 15-18 iunie 1997 [Van den Berg et al., (1998) Toxic Equivalency Factors (TEFs) for PCBs, PCDDs, PCDFs
for Humans and for Wildlife. Environmental Health Perspectives, 106(12), 775].

Congener Valoarea TEF Congener Valoarea TEF
Dibenzo-p-dioxine (PCDD-uri) PCB ,de tipul dioxinelor”: non-orto PCB + mono-orto PCB
2,3,7,8- TCD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3.4.6.7,8-HpCDD 0,01 PCB 126 0.1
OCDD 0,0001 PCB 169 0,01
Dibenzofurani (PCDF-uri) Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 114 0,0005
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.1 PCB 118 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 156 0,0005
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 157 0,0005
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 PCB 167 0,00001
OCDF 0,0001 PCB 189 0,001

Semnificatia abrevierilor folosite: T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta; O = octa; CDD = clordibenzo-p-dioxind; CDF = clordibenzofuran;
CB = clorbifenil.

JOL 102, 15.4.1976, p. 1.
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ANEXA II

PREGATIREA PROBELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALIZA UTILIZATE PENTRU

CONTROLUL OFICIAL AL NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) SI PENTRU DETERMINAREA

)

NIVELURILOR DE PCB DE TIPUL DIOXINELOR DIN ANUMITE FURAJE

Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezentele cerinte ar trebui aplicate atunci cand furajele si materiile prime furajere sunt analizate pentru a se
depista dioxinele [dibenzo-p-dioxine policlorurate (PCDD), dibenzofuranii policlorurati (PCDF) si bifenilii
policlorurati de tipul dioxinelor (PCB)].

Monitorizarea efectuatd cu scopul de a detecta prezenta dioxinelor in furaje se poate realiza prin intermediul
unei strategii care implici o metodd de depistare, astfel incat sd se selecteze acele probe in care nivelurile de
dioxine si de PCB de tipul dioxinelor sunt cu mai putin de 30 %-40 % sub sau peste nivelul relevant. Concentratia
de dioxine din acele probe in care se identificd niveluri considerabile trebuie determinatd/confirmata printr-o
metodd de confirmare.

Metodele de depistare sunt metode utilizate pentru a se detecta prezenta dioxinelor si a PCB de tipul dioxinelor
la nivelul studiat. Sunt metode de mare capacitate, drept pentru care se supun analizei un numdr mare de probe,
pentru a selecta apoi dintre ele pe cele care ar putea fi pozitive. Sunt concepute special pentru a evita rezultatele
fals negative.

Metodele de confirmare sunt metode care furnizeazd date complete sau complementare care permit
identificarea si cuantificarea certd a dioxinelor si a PCB de tipul dioxinelor la nivelul studiat.

Context

Avand in vedere faptul cd probele din mediu si cele biologice (inclusiv probele prelevate din furaje/materii prime
furajere) contin, in general, amestecuri complexe de diversi congeneri ai dioxinelor, a fost elaborat conceptul
de factori de toxicitate echivalentd (TEF) pentru a facilita evaluarea riscurilor. Acesti TEF au fost stabiliti pentru
a exprima concentratiile de amestecuri de PCDD si PCDF substituite in 2,3,7,8 si, mai recent, de anumiti PCB
substituiti in non-orto si mono-orto clor, care au activitate similara dioxinelor, ca echivalenti de toxicitate (TEQ)
ai 2,3,7,8-TCDD (a se vedea anexa I nota de subsol 1).

Concentratiile fiecdrei substante intr-o anumiti proba se inmultesc cu valorile TEF corespunzitoare i apoi se
adund la concentratia totald de compusi de tipul dioxinelor exprimatd ca TEQ.

Pentru a calcula ,cea mai ridicatd estimare”, se considerd cd valoarea contributiei fiecdrui congener necuantificat
la TEQ este egald cu limita de cuantificare.

Pentru a calcula ,cea mai joasd estimare”, se considera cd valoarea contributiei fiecdrui congener necuantificat
la TEQ este egald cu zero.

Pentru a calcula ,estimarea intermediard”, se considerd ca valoarea contributiei fiecirui congener necuantificat
la TEQ este egald cu jumdtate din limita de cuantificare.

Cerinte de asigurare a calititii care trebuie respectate la pregatirea probelor

Se aplicd dispozitiile generale privind pregitirea probelor pentru analizd, stabilite de anexa la Directiva
81/680/CEE a Comisiei din 30 iulie 1981 de modificare a Directivelor 71/250/CEE, 71/393/CEE, 72/199/CEE,
73/46/CEE, 74/203|CEE, 75/84|CEE, 76/372/CEE si 78/633|CEE de stabilire a metodelor de analizd
comunitare pentru controlul oficial al furajelor (?).

De asemenea, trebuie sd se indeplineascd urmdtoarele cerinte:

— probele trebuie depozitate si transportate in recipiente de sticld, aluminiu, polipropilend sau polietilend. Din
recipientul care contine proba trebuie indepdrtate urmele de praf de hartie. Recipientele de sticla trebuie
clitite cu solventi care au fost analizati in prealabil pentru a se depista eventuala prezentd a dioxinelor,

— se efectucazd o analizd blanc, prin realizarea intregii proceduri analitice, insd fard a utiliza proba,

— masa probei utilizate pentru extractie trebuie sa fie suficientd pentru a respecta cerintele referitoare la
sensibilitate.

Cerinte aplicabile laboratoarelor

— Laboratoarele trebuie sd demonstreze performanta unei metode in intervalul nivelului studiat, de exemplu
0,5 %, 1 x si 2 x nivelul studiat, cu un coeficient acceptabil de variatie pentru analize repetate. Pentru detalii
privind criteriile de acceptare, a se vedea punctul 5.

— Limita de cuantificare pentru o metoda de confirmare trebuie sa se situeze in intervalul unei cincimi din
nivelul studiat, pentru a garanta cd in intervalul nivelului studiat se regdsesc coeficienti de variatie
acceptabili.

JO L 246, 29.8.1981, p. 32.
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— Ca mdsuri interne de control al calitdtii, trebuie efectuate periodic controale blanc, experimente cu

imbogdtirea probei sau analize ale unor probe de control (dacd este posibil, cu material de referintd
certificat).

Participarea incununatd de succes la studii interlaboratoare, care evalueazi competenta laboratorului, este
cea mai bund modalitate de a dovedi competenta unui laborator in desfisurarea unor analize specifice. Cu
toate acestea, participarea cu succes la studii interlaboratoare in care se analizeazd, de pilda, probe de sol
sau de apd reziduald nu dovedeste neapdrat competenta in domeniul alimentar sau al furajelor, care prezintd
niveluri mai scdzute de contaminare. De aceea, este necesard participarea permanentd la studii
interlaboratoare pentru determinarea dioxinelor si a PCB de tipul dioxinelor in structura
alimentelor/furajelor in cauza.

Laboratoarele sunt acreditate de un organism recunoscut care functioneazd in conformitate cu ghidul
ISO 58 pentru a asigura faptul ca laboratoarele in cauzd aplicd gradul necesar de asigurare a calitdtii
analizelor. Laboratoarele trebuie si fie acreditate conform normei ISO/IEC/17025:1999.

Cerinte aplicabile procedurilor analitice pentru dioxine si PCB de tipul dioxinelor

Conditii de bazd pentru acceptarea procedurilor analitice:

— Sensibilitate ridicatd si limite joase de detectie. Pentru PCDD si PCDF, cantitatile detectabile trebuie si fie de

ordinul picogramelor de TEQ (107'? g), din cauza toxicitdtii extreme a unora dintre acesti compusi. Se
cunoaste faptul cd PCB sunt intalniti in cantititi mai ridicate decit PCDD si PCDF. Pentru majoritatea
congenerilor de PCB, o sensibilitate de ordinul nanogramelor (107 g) este deja suficientd. Cu toate acestea,
pentru mdsurarea congenerilor PCB de tipul dioxinelor mai toxici (in special a congenerilor substituiti in
non-orto), se poate aplica aceeasi sensibilitate ca in cazul PCDD si PCDF.

Selectivitate (specificitate) ridicatd. Este necesar sd se opereze o distinctie intre PCDD, PCDF si PCB de tipul
dioxinelor dintr-o multitudine de alti compusi coextrasi si cu posibile interferente, prezenti in concentratii
cu pand la cateva ordine de mirime mai ridicate decat cele ale analitilor studiati. Pentru metodele de
cromatografie in fazd gazoasi[spectrometrie de masd (CG/SM), este necesar si se facd deosebirea intre
diversii congeneri, respectiv intre cei toxici (de exemplu, cei saptesprezece PCDD si PCDF substituiti
in 2,3,7,8 si PCB de tipul dioxinelor) si ceilalti. Testele biologice trebuie sd permitd determinarea valorilor
TEQ in mod selectiv ca sumi de PCDD, PCDF si PCB de tipul dioxinelor.

Acuratete ridicatd (autenticitate si precizie). Determinarea trebuie si furnizeze o estimare valabild si fiabild a
concentratiei reale dintr-o proba. Acuratetea ridicatd (acuratetea masuritorii: gradul de apropiere dintre
rezultatul unei masuratori si valoarea reald sau atribuitd a marimii de mdsurat) este necesard pentru a se evita
respingerea rezultatului unei masuratori din cauza fiabilitatii reduse a estimarii TEQ. Acuratetea se exprima
prin autenticitate (diferenta dintre valoarea medie masuratd pentru un analit pe un material certificat si
valoarea sa certificatd, exprimata ca procentaj din aceastd valoare) si precizie (precizia se calculeaza in
general ca abatere standard, incluzand repetabilitatea si reproductibilitatea, si indicd gradul de apropiere
dintre rezultatele obtinute prin aplicarea procedurii experimentale de mai multe ori, in anumite conditii
stabilite).

Metodele de depistare pot include teste biologice si metode CG/SM; metodele de confirmare cuprind
cromatografia in fazd gazoasi de inaltd rezolutie/spectrometria de masi de inaltd rezolutie (CGIR/SMIR).
Pentru valoarea totald in TEQ trebuie respectate urmdtoarele criterii:

Metode de depistare Metode de confirmare
Rata de rezultate fals negative <1%
Autenticitate intre — 20 % si + 20 %
cv <30% <15%

Cerinte specifice privind metodele CG/SM care trebuie respectate in scopuri de depistare sau de

confirmare

— Incid de la inceputul procedurii de analizi, de exemplu inainte de faza de extractie, trebuie addugate etaloane

interne de PCDD|F substituite in 2,3,7,8-clor si marcate cu 3¢ (si etaloane interne de PCB de tipul dioxinelor
marcate cu '*C, daci trebuie determinate dozele de PCB de tipul dioxinelor), pentru a valida procedura
analiticd. Trebuie addugat cel putin un congener pentru fiecare din grupurile de izomeri tetra-octaclorurati
ai PCDDJF (si cel putin un congener pentru fiecare din grupurile de izomeri ai PCB de tipul dioxinelor, dacd
trebuie determinate dozele de PCB de tipul dioxinelor) (o altd metoda constd in addugarea a cel putin un
congener pentru fiecare functie de inregistrare a unui izomer selectionat prin spectrometrie de masa utilizata
pentru controlul PCDDJF si al PCB de tipul dioxinelor). Se recomanda, mai ales in cazul metodelor de
confirmare, utilizarea tuturor celor 17 etaloane interne de PCDD/F substituite in 2,3,7,8 si marcate cu B¢,
precum si a celor 12 etaloane interne de PCB de tipul dioxinelor marcate cu '>C (in cazul in care trebuie
determinate PCB de tipul dioxinelor).

Trebuie determinati, de asemenea, factorii relativi de reactie pentru acei congeneri pentru care nu se adauga
nici un analog marcat cu '*C, prin intermediul unor soluii de etalonare adecvate.
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7.1.

7.2.

— Pentru furajele de origine vegetald sau animald care contin sub 10 % grisime, este obligatorie addugarea
etaloanelor interne inainte de extractie. Pentru furajele de origine animala care contin peste 10 % grasime,
etaloanele interne se pot adduga fie inainte de extractie, fie dupa extragerea grasimilor. Trebuie sd se
efectueze o validare adecvatd a eficientei metodei de extractie, in functie de etapa in care se introduc
etaloanele interne si de modul in care se consemneazi rezultatele (pe bazd de produs sau de grasimi).

— Inainte de analiza CG/SM, trebuie si se adauge unul sau doud etaloane de recuperare (de inlocuire).

— Este necesar si se realizeze un control al recuperdrii. Pentru metodele de confirmare, recuperarea etaloanelor
interne individuale trebuie si se situeze in intervalul 60 %-120 %. Se acceptd si recuperdri mai mici sau mai
mari pentru anumiti congeneri luati individual, in special pentru dibenzodioxinele si dibenzofuranii hepta-
si octo-clorurati, atat timp cat contributia acestora la valoarea TEQ nu depiseste 10 % din valoarea TEQ
totald (bazatd exclusiv pe PCDD/F). Pentru metodele de depistare, rata de recuperare trebuie si se situeze
in intervalul 30 % - 140 %.

— Separarea dioxinelor de compusii clorurati care interfereazd, cum sunt PCB si difenil eterii clorurati, trebuie
sd se realizeze prin tehnici cromatografice adecvate (de preferintd cu coloand de florisil, alumind sifsau
carbon).

— Separarea prin cromatografie in fazd gazoasd a izomerilor trebuie sa fie suficientd (< 25 % de la varf la varf
intre 1,2,3,4,7,8-HxCDF si 1,2,3,6,7,8-HxCDE).

— Determinarea trebuie si se realizeze conform Metodei EPA 1613 revizie B, intitulatd ,Tetra- through
octa-chlorinated dioxins and furans by isotope dilution HRGC/HRMS” sau printr-o altd metodd prezentand
criterii de performanta echivalente.

— Diferenta dintre cea mai ridicatd si cea mai joasd estimare nu trebuie sd depaseasca 20 % pentru furajele
caracterizate de o contaminare cu dioxine situatd in intervalul nivelului maxim de contaminare sau peste
acesta. Pentru furajele cu niveluri de contaminare mult sub nivelul maxim, diferenta se poate situa in
intervalul 25 % - 40 %.

Metode analitice de depistare

Introducere

Se pot utiliza diferite aborddri analitice prin intermediul metodei de depistare: o depistare purd si o abordare
cantitativa.

Depistare purd

Reactia probelor este comparatd cu cea a unei probe de referintd la nivelul studiat. Probele care dau un rdspuns
sub cel al referintei sunt declarate negative, iar cele care dau un raspuns mai ridicat sunt considerate pozitive.
Cerinte:

— in fiecare serie de teste trebuie incluse o probd martor si una de referintd, care trebuie extrase i testate
simultan si in aceleasi conditii. Reactia probei de referintd trebuie si fie in mod clar mai ridicatd decat cea
a probei martor,

— trebuie incluse probe suplimentare de referintd de 0,5 x si 2 x nivelul studiat, pentru a demonstra eficacitatea
testului in intervalul relevant, pentru controlul nivelului studiat,

— cand se testeazd alte structuri, trebui demonstratd valabilitatea probelor de referintd, preferabil prin
includerea de probe pentru care s-a demonstrat prin CGIR/SMIR ci nivelul lor TEQ se situeaza in jurul celui
corespunzitor unei probe de referintd sau unei probe martor imbogitite la acest nivel,

— avand in vedere faptul ¢ nu se pot utiliza etaloane interne in testele biologice, testele de repetabilitate sunt
foarte importante pentru obtinerea unor informatii privind abaterea standard in cadrul unei serii de teste.
Coeficientul de variatie trebuie s fie sub 30 %,

— pentru testele biologice trebuie definiti compusii vizati, posibilele interferente si nivelurile martor maxime
admise.

Abordare cantitativd

Aceasta presupune o serie de dilutii standard, un proces de curdtare si de masurare dublu sau triplu, precum
si controale martor si teste de recuperare. Rezultatul poate fi exprimat ca TEQ, presupunandu-se astfel cd acei
compusi care se afld la originea semnalului corespund principiului TEQ. In acest sens, se poate utiliza TCDD
(sau un amestec standard de dioxine/furani) pentru a obtine o curba de etalonare care permite calcularea
nivelului TEQ din extras si, deci, din proba. Cantitatea obtinuti se corecteazd apoi cu valoarea TEQ calculatd
pentru o probd martor (pentru a tine seama de impurititile din solventi si din substantele chimice utilizate) si
pentru recuperare (aceastd cantitate fiind calculat pe baza valorii TEQ dintr-o proba de control al calititii a carei
concentratie se apropie de nivelul studiat). Este esential s se tind seama de faptul cd o parte din aparenta pierdere
la recuperare se poate datora efectelor de structurd sijsau diferentelor dintre valorile TEF corespunzitoare
testelor biologice si valorile TEF oficiale stabilite de OMS.

Cerinte privind metodele analitice de depistare

— Depistarea se poate face prin metode analitice CG/SM sau prin teste biologice. Pentru metodele CG/SM,
trebuie utilizate cerintele prevazute la punctul 6. Pentru testele biologice celulare se stabilesc cerinte
specifice la punctul 7.3, iar pentru testele biologice realizate cu ajutorul truselor de testare se stabilesc ceringe
specifice la punctul 7.4.
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7.4.

)

— Sunt necesare informatii privind numarul de rezultate fals pozitive si fals negative obtinute dintr-un numdr
mare de probe peste sau sub nivelul maxim sau nivelul de interventie, prin comparatie cu continutul TEQ
determinat printr-o metoda analitici de confirmare. Ratele reale de rezultate fals negative trebuie si se
situeze sub 1 %. Rata de rezultate fals pozitive trebuie si fie suficient de scdzutd pentru a face ca utilizarea
instrumentului de depistare si rimana avantajoasa.

— Rezultatele pozitive trebuie confirmate intotdeauna printr-o metodd analiticd de confirmare (CGIR/SMIR).
De asemenea, probele dintr-un interval TEQ larg trebuie confirmate prin metode CGIR/SMIR (aproximativ
2 %-10 % din probele negative). Trebuie furnizate informatii privind corespondenta dintre rezultatele
testelor biologice si ale metodelor CGIR/SMIR.

Cerinte specifice pentru testele biologice celulare

— La testarea biologicd, cu ocazia fiecdrui test este necesard o serie de concentratii de referingd de TCDD sau
dintr-un amestec de dioxine/furani (curba de reactie cu R? > 0,95 pentru o dozd completd). Cu toate acestea,
in scopuri de depistare se poate utiliza o curbd de continut scizut mai detaliatd, pentru analiza probelor
cu continut scdzut.

— Pentru rezultatele testdrii biologice intr-un interval constant de timp, trebuie utilizatd o concentratie de
TCDD de referintd (aproximativ de trei ori limita de cuantificare) pe un formular de control al calitatii. Ca
alternativd, se poate utiliza drept referintd reactia relativd a unei probe de referintd comparatd cu o curbd
de etalonare TCDD, deoarece reactia celulelor poate depinde de multi factori.

— Trebuie realizate si verificate grafice de control al calitdtii pentru fiecare tip de material de referintd, pentru
a garanta cd rezultatul este conform cu liniile directoare furnizate.

— 1In special pentru calculele cantitative, inducerea dilutiei utilizate pentru probi trebuie si se situeze in
portiunea liniard a curbei de reactie. Probele situate deasupra portiunii liniare a curbei de reactie trebuie
diluate si testate din nou. Prin urmare, se recomanda testarea a cel putin trei dilutii odata.

— Abaterea standard nu trebuie si depdseascd 15 % intr-o determinare tripld pentru fiecare dilutie a probei,
nici 30 % pentru trei experimente independente.

— Se poate alege ca limitd de detectie o valoare egald cu de trei ori abaterea standard a martorului de solvent
sau a reactiei de fond. O altd metoda constd in aplicarea unei reactii situate deasupra reactiei de fond (factor
de inducere de 5 ori mai mare decat pentru martorul de solvent), calculatd pe baza curbei de etalonare a
zilei. Se poate stabili pentru limita de cuantificare o valoare de cinci sau sase ori mai mare decat abaterea
standard a martorului de solvent sau se poate aplica o reactie cu mult peste reactia de fond (factor de
inducere de 10 ori mai mare decat martorul de solvent), calculatd pe baza curbei de etalonare a zilei.

Cerinte specifice pentru testele biologice realizate cu ajutorul truselor de testare (1)

— Trebuie respectate instructiunile producdtorului privind pregitirea probei si analizele.

— Trusele de testare nu trebuie utilizate dacd data lor de valabilitate a expirat.

— Nu trebuie utilizate materiale sau componente destinate utilizarii cu alte truse.

— Trusele de testare trebuie pastrate la temperaturile indicate si utilizate la temperatura de functionare indicata.

— Limita de detectie pentru teste biologice se determind insumand media cu o valoare egald cu de trei ori
abaterea standard, pentru o serie de 10 analize asupra martorului, urmand ca suma si fie impartitd la
valoarea pantei din ecuatia de regresie liniara.

— La testele realizate in laborator trebuie utilizate etaloane de referintd, pentru a garanta cd reactia la etalon
se situeazd intr-un interval acceptabil.

Raportarea rezultatelor

In masura in care procedura de analizd utilizatd permite acest lucru, rezultatele analizei trebuie si includd
continuturile de congeneri individuali ai PCDD/F si ai PCB si s indice estimarea cea mai joasd, cea mai ridicatd
si cea intermediard, pentru a se putea consemna o cantitate cat mai mare de informatii in raportarea rezultatelor,
permitand astfel interpretarea rezultatelor in conformitate cu cerintele specifice.

Raportul trebuie sd includd, de asemenea, continutul de lipide al probei, precum si metoda utilizatd pentru
extractia lipidelor.

Trebuie indicate ratele de recuperare a etaloanelor interne individuale, daci recuperdrile se situeazd in afara
intervalului mentionat la punctul 6, dacd depasesc nivelul maxim, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Pand in prezent nu s-a demonstrat, pentru nici unul dintre testele biologice realizate cu truse de testare disponibile in comert,
cd ar fi suficient de sensibil si de fiabil incat s poat fi utilizat pentru a depista prezenta dioxinelor la nivelurile studiate in probe
de furaje si de materii prime furajere.



