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REGULAMENTUL (UE) NR. 51/2013 AL COMISIEI
din 16 ianuarie 2013

de modificare a Regulamentului (CE) nr. 152/2009 in ceea ce priveste metodele de analizi pentru
determinarea constituentilor de origine animald pentru controlul oficial al furajelor

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA EUROPEANA,

avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 882/2004 al Parla-
mentului European si al Consiliului din 29 aprilie 2004
privind controalele oficiale efectuate pentru a asigura verificarea
conformitdtii cu legislatia privind hrana pentru animale si
produsele alimentare si cu normele de sindtate animald si de
bunistare a animalelor (), in special articolul 11 alineatul (4),

intrucat:

Articolul 7 alineatul (1) din Regulamentul (CE) nr.
999/2001 al Parlamentului European si al Consiliului
din 22 mai 2001 de stabilire a unor reglementdri
pentru prevenirea, controlul si eradicarea anumitor
forme transmisibile de encefalopatie spongiformi (?)
prevede cd se interzice utilizarea proteinelor animale in
nutritia rumegdtoarelor. Aceastd interdictie se extinde si
asupra altor animale decat rumegitoarele si se limiteaza,
in ceea ce priveste nutritia acestor animale cu produse de
origine animald, in conformitate cu anexa IV la regula-
mentul respectiv.

Articolul 11 alineatul (1) din Regulamentul (CE) nr.
1069/2009 al Parlamentului European si al Consiliului
din 21 octombrie 2009 de stabilire a unor norme
sanitare privind subprodusele de origine animald si
produsele derivate care nu sunt destinate consumului
uman si de abrogare a Regulamentului (CE) nr.
1774/2002 () interzice hrinirea animalelor terestre
dintr-o anumitd specie, cu exceptia animalelor pentru
bland, cu proteine animale prelucrate care provin din
cadavre sau pirti de cadavre ale altor animale din
aceeasi specie, precum si hrinirea pestilor de fermi cu
proteine animale prelucrate care provin din cadavre sau
parti de cadavre ale altor pesti de crescdtorie din aceeasi
specie.

Regulamentul (CE) nr. 152/2009 al Comisiei din
27 ianuarie 2009 de stabilire a metodelor de esantionare
si analizd pentru controlul oficial al furajelor () stabileste
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in anexa VI metodele de analizd pentru determinarea
constituentilor de origine animald pentru controlul
oficial al furajelor. Metoda microscopicd, care este in
prezent singura metodd validatd pentru a detecta
prezenta proteinelor animale in furaje, este in madsura
sd facd distinctie intre prezenta constituentilor derivati
din animale terestre si prezenta constituentilor derivati
din pesti, dar nu este in mdsurd si cuantifice cu un
grad suficient de precizie cantitatea de constituenti de
origine animald prezentd in furaje si, prin urmare, nu
ar trebui sd fie utilizatd in acest scop.

O noud metodd de detectare a constituentilor de origine
animald bazatd pe reactia in lant a polimerazei (PCR) a
fost validatd de laboratorul de referintd al UE pentru
detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale.
In urma unui studiu de punere in aplicare organizat cu
laboratoarele nationale de referintd din statele membre, s-
a dovedit cd noua metoda este suficient de solidd pentru
a fi utilizatd ca metodd de control oficial in Uniune.
Aceastd noud metodd este in masurd sd detecteze
prezenta constituentilor de origine animald in furaje si,
de asemenea, s identifice specia de origine a acestor
constituenti. Utilizarea acestei noi metode in combinatie
cu sau pentru a inlocui, dupd caz, metoda microscopicd
ar fi foarte valoroasd pentru controlul punerii in aplicare
corecte a interdictiilor referitoare la nutritie previzute in
Regulamentele (CE) nr. 999/2001 si (CE) nr. 1069/2009.

Prin urmare, anexa VI la Regulamentul (CE) nr.
152/2009 ar trebui inlocuitd in consecintd.

Masurile previzute in prezentul regulament sunt
conforme cu avizul Comitetului permanent pentru
lantul alimentar si sdnitatea animald si nu au intdmpinat
nicio opozitie din partea Parlamentului European sau a
Consiliului,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Anexa VI la Regulamentul (CE) nr. 152/2009 se inlocuieste cu
textul din anexa la prezentul regulament.
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Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicirii in Jurnalul Oficial al Uniunii
Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 16 ianuarie 2013.

Pentru Comisie
Presedintele
José Manuel BARROSO
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ANEXA

LANEXA VI

METODE DE ANALIZA PENTRU DETERMINAREA CONSTITUENTILOR DE ORIGINE ANIMALA PENTRU

2.1.
2.1.1.

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.

2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.3.1.
2.1.2.1.3.2.
2.1.2.1.3.3.

2.1.2.1.4.
2.1.2.1.4.1.

CONTROLUL OFICIAL AL FURAJELOR

SCOPUL $I DOMENIUL DE APLICARE

Determinarea constituentilor de origine animald in furaje se efectueaza prin microscopie opticd sau reactie
in lant a polimerazei (PCR), in conformitate cu dispozitiile stabilite in prezenta anexi.

Aceste doud metode fac posibild detectarea prezentei constituentilor de origine animald in materiile
prime furajere si furajele combinate. Totusi, ele nu fac posibild calcularea cantitdtii acestor constituenti
in materiile prime furajere si furajele combinate. Ambele metode au o limitdi de detectie sub

0,1% (gfg)-

Metoda PCR face posibild identificarea grupului taxonomic al constituentilor de origine animald prezenti in
materiile prime furajere si furajele combinate.

Aceste metode se aplicd pentru controlul aplicdrii interdictiilor prevdzute la articolul 7 alineatul (1) si anexa
IV la Regulamentul (CE) nr. 999/2001 si la articolul 11 alineatul (1) din Regulamentul (CE) nr. 1069/2009.

In functie de tipul de furaj in curs de testare, aceste metode pot fi utilizate, in cadrul unui singur protocol
operational, fie singure, fie combinate impreund in conformitate cu procedurile standard de operare (PSO)
stabilite de laboratorul de referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale si
publicate pe site-ul internet al acestuia (1).

METODE
Microscopie opticd
Principiu

Constituentii de origine animald care pot fi prezenti in materiile prime furajere si furajele combinate trimise
pentru a fi analizate se identificd pe baza caracteristicilor tipice, identificabile prin examinare microscopici,
cum ar fi fibre musculare si alte particule de carne, cartilagii, oase, coarne, pdr, pdr de porc, sange, pene,
coji de oud, oase si solzi de peste.

Reactivi si echipamente
Reactivi
Agent de concentrare

Tetracloretilend (greutate specificd 1,62)

Agent de colorare

Solutie de rosu de alizarind (se dilueaza 2,5 ml acid clorhidric 1M in 100 ml apd si se adaugd 200 mg rosu
de alizarind in solutia obtinutd)

Mediu de montare
Lesie (NaOH 2,5 % g/v sau KOH 2,5 % g/v)
Glicerol (nediluat, vascozitate: 1 490 cP)

Norland ® Optical Adhesive 65 (vascozitate: 1200 cP) sau o rdsind cu proprietdti echivalente pentru
pregitirea lamelor permanente

Mediu de montare cu proprietiti de colorare

Solutie Lugol (se dizolvd 2 g iodurd de potasiu in 100 ml api si se adaugd 1 g de iod agitind frecvent)

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

2.1.2.1.4.4.

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

2.1.2.2.2.
2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.

2.1.2.2.8.

2.1.3.
2.1.3.1.

Reactiv cistind (2 g acetat de plumb, 10 g NaOH/100 ml ap3)

Reactiv Fehling [preparat inainte de utilizare din parti egale (1/1) a doud solutii stoc A si B. Solutia A: se
dizolva 6,9 g sulfat de cupru (I) pentahidrat in 100 ml apd. Solutia B: se dizolvd 34,6 g tartrat de sodiu si
potasiu tetrahidrat si 12 g NaOH in 100 ml api]

Tetrametilbenzidind/Peroxid de hi(}rogen [se dizolvad 1 g de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidind (TMB) in 100 ml de
acid acetic glacial i 150 ml apa. Inainte de utilizare, se amestecd patru parti din aceastd solutie TMB cu o
parte de peroxid de hidrogen 3 %]

Agenti de limpezire

Etanol > 96 % (puritate tehnicd)

Acetond (puritate tehnicd)

Agent de decolorare

Solutie comerciald de hipoclorit de sodiu (9-14 % clor activ)
Echipamente

Balanti analiticd cu o precizie de 0,001 g

Echipament de mdcinare: moard sau mojar

Site cu ochiuri pitrate de 0,25 mm i 1 mm latime

Palnie de separare conicd din sticld cu un continut de 250 ml cu robinet din teflon sau din sticld slefuitd la
baza conului. Diametrul de deschidere al robinetului trebuie si fie > 4 mm. De asemenea, se poate folosi un
pahar de sedimentare cu fund conic, cu conditia ca laboratorul si fi demonstrat cd nivelurile de detectie
sunt echivalente cu cele obtinute utilizind palnia de separare conici din sticld.

Palnie de separare

/"

250 ml

4 mm diametru

Microscop stereoscopic care si acopere cel putin o gamd de amplificare finald de la 6,5 la 40 de ori

Microscop compus care acoperd cel putin o gamd de amplificare finald de la 100 la 400 de ori, in camp
luminos cu lumind transmisd. Se pot utiliza, in plus, lumina polarizatd si contrastul interferential diferential

Sticldrie de laborator standard

Echipamente pentru pregitirea lamelor: lame de microscop clasice, lame tubulare, lame de acoperire (20 x
20 mm), pensete, spatuld find

Esantionarea si pregdtirea esantioanelor

Esantionare

Se utilizeazd un esantion reprezentativ, prelevat in conformitate cu dispozitiile previzute in anexa 1.



23.1.2013

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

L 20/37

2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.3.3.1.

2.1.3.3.2.

2.1.3.3.3.

2.1.3.3.4.

2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.3.4.

Precautiile ce trebuie luate

Pentru a se evita contaminarea incrucisatd in laborator, toate echipamentele reutilizabile sunt curitate cu
griji inainte de utilizare. Piesele palniei de separare sunt demontate inainte de curdtare. Piesele palniei de
separare si sticliria sunt prespilate manual si apoi spélate in masina de spalat. Sitele sunt curitate utilizand
o0 perie cu peri sintetici aspri. Se recomandi curitarea finald a sitelor cu acetond si aer comprimat dupd
cernerea materiilor grase, precum fdina de peste.

Pregitirea esantioanelor, altele decat grdsimi sau uleiuri

Uscarea esantioanelor: esantioanele cu un continut de umiditate > 14 % se usucd inainte de tratare.

Cernerea in prealabil a esantioanelor: se recomanda sd se cearnd in prealabil la 1 mm furajele sub forma de
pelete si grduntele si apoi sd se pregiteascd si sd se analizeze cele doud fractiuni rezultate ca esantioane
distincte.

Subesantionarea si micinarea: cel putin 50 g din esantion constituie subesantioane pentru a fi analizate si
ulterior micinate.

Extragerea si prepararea sedimentului: o portiune de 10 ¢ (cu o precizie de 0,01 g) din subesantionul
micinat este transferatd in palnia de separare sau in paharul de sedimentare cu fund conic i se adaugi
50 ml de tetracloretilend. Portiunea transferatd in palnie este limitatd la 3 g in cazul fdinii de peste sau al
altor produse de origine animald pure, ingrediente minerale sau preamestecuri care genereazd sedimente in
proportie de peste 10 %. Amestecul se scuturd energic cel putin 30 de secunde si se mai adaugd cu atentie
cel putin 50 ml de tetracloretilend in timp ce se spald suprafaga interioard a palniei pentru a indeparta orice
urmd de particule. Amestecul rezultat se lasd sd stea cel putin cinci minute inainte de a separa sedimentul
prin deschiderea robinetului.

Daci se utilizeazd un pahar de sedimentare cu fund conic, se agitd energic amestecul cel putin 15 secunde
si particulele care riman pe peretii paharului sunt spélate cu atentie de pe suprafata interioard cu cel putin
10 ml de tetracloretilend curati. Amestecul se lasi sd stea 3 minute si apoi se agitd din nou 15 secunde, iar
particulele care riman pe peretii paharului sunt spilate cu atentie de pe suprafata interioard cu cel putin
10 ml de tetracloretilend curatd. Amestecul rezultat se lasd s stea cel putin 5 minute si apoi fractiunea
lichidd se inldturd si se elimind prin decantare atentd, avand griji si nu se piardd nimic din sediment.

Sedimentul se usuci i apoi se cantireste (cu o precizie de 0,001 g). Dacd peste 5 % din sediment constd in
particule > 0,50 mm, se cerne la 0,25 mm si se examineazi cele doud fractiuni rezultate.

Extragerea si prepararea reziduului de flotatie: dupd recuperarea sedimentului prin metoda descrisd mai sus,
ar trebui sd rimand doud faze in palnia de separare: una lichidd constand in tetracloretilend si una solidd
alcituitd din material care pluteste. Aceastd fazd solidd este reziduul de flotatie care se recupereazd turnand
toatd tetracloretilena din palnie prin deschiderea robinetului. Prin rdsturnarea palniei de separare, reziduul
de flotatie este transferat intr-o placd Petri mare si uscat la aer intr-o hotd de tiraj. Dacd peste 5% din
reziduul de flotatie constd in particule > 0,50 mm, se cerne la 0,25 mm si se examineazd cele doud
fractiuni rezultate.

Pregitirea materiei prime: se pregiteste o portiune de cel putin 5 g de subesantion mdcinat. Dacd peste 5 %
din materie constd in particule > 0,50 mm, se cerne la 0,25 mm si se examineazd cele doud fractiuni
rezultate.

Pregitirea esantioanelor constind in grdsimi sau uleiuri

Pentru pregdtirea esantioanelor constand in grasimi sau uleiuri se aplici urmatorul protocol:

— dacd grisimea este solidd, se incilzeste intr-un cuptor pand cand devine lichidg;

— cu ajutorul unei pipete, 40 ml de grasime sau ulei se transferd din partea inferioard a esantionului intr-
un tub de centrifugd;

— se centrifugheazd timp de 10 minute la 4 000 r.p.m,;

— dacd grdsimea este solidd dupi centrifugare, se incilzeste intr-un cuptor pand cand devine lichida;

— sc repetd centrifugarea timp de 5 minute la 4 000 r.p.m.;
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2.1.3.5.

2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

— cu ajutorul unei linguri mici sau al unei spatule, jumdtate din impurititile decantate sunt transferate spre
examinare cdtre lame microscopice; se recomandd glicerolul ca mediu de montare;

— impuritdtile rimase se utilizeaza pentru prepararea sedimentului astfel cum se descrie la punctul 2.1.3.3.

Utilizarea agentilor de colorare

Pentru a facilita identificarea corectd a constituentilor de origine animald, operatorul poate utiliza agenti de
colorare in timpul pregitirii esantioanelor, in conformitate cu orientarile emise de laboratorul de referinti al
UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale si publicate pe site-ul internet al acestuia.

In cazul in care se utilizeazd solutie de rosu de alizarind pentru colorarea sedimentelor, se aplici urmatorul
protocol:

— sedimentul uscat se transferd intr-o eprubetd de sticld si se cliteste de doud ori cu aproximativ 5 ml de
etanol (de fiecare datd se utilizeazd un agitator timp de 30 de secunde, solventul se lasd s se decanteze
aproximativ 1 minut si 30 de secunde si se elimind prin turnare);

— sedimentul se decoloreazd addugandu-se cel putin 1 ml de solutie de hipoclorit de sodiu. Se permite ca
reactia si continue 10 minute. Tubul se umple cu apd, sedimentul se lasd sd se decanteze 2-3 minute,
iar apa si particulele in suspensie se elimind usor prin turnare;

— sedimentul se mai cliteste de doud ori cu aproximativ 10 ml de apd (se utilizeazd un agitator timp de
30 de secunde, se lasd sd se decanteze si se elimind apa prin turnare de fiecare dat);

— se adaugd intre 2 si 10 picdturi de solutie de rosu de alizarind, iar amestecul se agiti. Se permite
desfisurarea reactiei timp de 30 de secunde si sedimentul colorat se cliteste de doud ori cu aproximativ
5 ml de etanol, apoi o datd cu acetond (de fiecare datd se utilizeaza un agitator timp de 30 de secunde,
solventul se lasd sd se decanteze aproximativ 1 minut si se elimind prin turnare);

— sedimentul colorat se usuca.

Examinare microscopicd
Pregitirea lamelor

Lamele microscopice se pregitesc din sediment si, in functie de alegerea operatorului, fie din reziduu de
flotatie, fie din materie prima. In cazul in care s-a utilizat cernerea in timpul pregitirii esantioanelor, se
pregitesc cele doud fractiuni rezultate (cea find si cea grosierd). Portiunile de testat din fractiuni intinse pe
lame trebuie si fie reprezentative pentru intreaga fractiune.

Se pregiteste un numadr suficient de lame pentru a se asigura ci se poate efectua un protocol complet de
examinare, astfel cum se prevede la punctul 2.1.4.2.

Lamele microscopice se monteazd cu mediul de montare adecvat in conformitate cu PSO stabilite de
laboratorul de referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale si publicate
pe site-ul internet al acestuia. Lamele se acoperd cu lame de acoperire.

Protocoale de observare pentru detectarea particulelor animale in furajele combinate si materiile prime
furajere

Lamele microscopice pregitite se observa in conformitate cu protocoalele de observare stabilite in diagrama
1 pentru furajele combinate si materiile prime furajere altele decét fdina de peste purd sau in diagrama 2
pentru fiina de peste purd.

Observatiile microscopice se realizeaza utilizind microscopul compus pe sediment si, in functie de alegerea
operatorului, fie pe reziduul de flotatie, fie pe materia primd. Microscopul stereoscopic poate fi utilizat in
plus fatd de microscopul compus pentru fractiunile grosiere. Fiecare lami se examineazi in intregime la
diferite amplificari.

Numdrul minim de lame care trebuie observate in fiecare etapd a protocolului de observare trebuie si fie
strict respectat, cu exceptia cazului in care intregul material al fractiunii nu permite sd se ajungd la numarul
previzut de lame. Nu se observd mai mult de 6 lame pentru fiecare determinare.

Pentru a facilita identificarea naturii §i originii particulelor, operatorul poate utiliza instrumente de sprijin
cum ar fi sisteme de asistare in luarea deciziilor, biblioteci de imagini si esantioane de referingi.
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Diagrama 1

Protocol de observare pentru detectarea particulelor animale in furajele combinate si materiile prime furajere

altele decit fiina de peste

DA K Procesul de mécinare al NU

3 lame de sediment

e
1 lama de reziduu de flotatie sau materie|

prima

> 5 particule animale
de aceeasi natura
detectate?

1 lama de sediment

> 5 particule animale
de aceeasi natura
detectate?

1 lama de reziduu
de flotatie sau
materie prima

particule animale
detectate?

esantionului garanteazé ca 95 %
din particule < 0,50 mm

esantionul declarat in
conformitate cu punctul
2.1.5.3 pentru PESTI 2143

Numarul particulelor
de pesti?

natura particulelor
animale?

ANIMALE TERESTRE

Numérul particulelor de
animale terestre?

esantionul declarat in

conformitate cu punctul 2.1.5.3
pentru ANIMALE TERESTRE 2.1.4.3

esantionul declarat in conformitate

Cernere prin ochiuri
de 0,25 mm

repetarea analizei in
conformitate cu punctul

repetarea analizei in
conformitate cu punctul

3 lame de sediment < 0,25 mm

5
1 lama de reziduu de flotatie sau materie prima|
< 0,25 mm

> 5 particule animale
de aceeasi natura
detectate?

1 lamé& de sediment
> 0,25 mm

> 5 particule animale
de aceeasi natura
detectate?

1 lama de reziduu de flotatie
sau materie prima
>0,256 mm

particule animale
detectate?

cu punctul 2.1.5.1
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Protocol de

Diagrama 2

DA K Procesul de macinare NU

3 lame
de sediment

> 5 particule de
animale terestre
detectate?

2 lame
de sediment

> 5 particule de
animale terestre
detectate?

1 lamé de reziduu
de flotatie
sau materie prima

particule de animale
terestre detectate?

< 0,50 mm

\iaranteazé céd 95 % din particule

esantionul declarat in
conformitate cu punctul 2.1.5.3
pentru ANIMALE TERESTRE

Numarul particulelor

observare pentru detectarea particulelor animale in fiina de peste

Cernere prin ochiuri
de 0,25 mm

3 lame de sediment
< 0,25 mm

> 5 particule de
animale terestre
detectate?

2 lame de sediment
> 0,25 mm

DA

> 5 particule de

de animale terestre?

repetarea analizei in
conformitate cu punctul

A )

esantionul declarat in

animale terestre
detectate?

1 lamé& de reziduu de flotatie
sau materie prima
<0,25 mm

particule de animale
terestre detectate?

conformitate cu punctul 2.1.5.1
pentru ANIMALE TERESTRE
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

2.1.5.3.

Numdrul determindrilor

Dacd, in urma unei prime determindri efectuate in conformitate cu protocolul de observare stabilit in
diagrama 1 sau in diagrama 2, dupd caz, nu se detecteazd nicio particuld animald de o anumitd naturd (de
exemplu, animale terestre sau pesti), nu este necesard nicio determinare suplimentard, iar rezultatul analizei
se raporteazd utilizind terminologia stabilitd la punctul 2.1.5.1.

Dacd, in urma unei prime determindri efectuate in conformitate cu protocoalele de observare stabilite in
diagrama 1 sau in diagrama 2, dupd caz, numdrul total al particulelor animale de o anumitd naturd (de
exemplu, animale terestre sau pesti) detectate variazd de la 1 la 5, se efectueazd o a doua determinare
pornind de la un nou subesantion de 50 g. Dacd, in urma acestei a doua determindri, numarul de particule
animale de aceastd anumitd naturd detectate variazd de la 0 la 5, rezultatul analizei se raporteazd utilizand
terminologia stabilitd la punctul 2.1.5.2, dacd nu, se efectueazd o a treia determinare pornind de la un nou
subesantion de 50 g. Cu toate acestea, in cazul in care, in urma primei si a celei de a doua determinari,
suma particulelor de 0o anumitd naturd detectate in cele doud determindri este mai mare de 15, nu este
necesard nicio determinare suplimentard, iar rezultatul analizei se raporteazd direct utilizand terminologia
stabilitd la punctul 2.1.5.3. Dacd, in urma celei de a treia determindri, suma particulelor animale de o
anumitd naturd detectate pe parcursul celor trei determindri este mai mare de 15, rezultatul analizei se
raporteazd utilizdnd terminologia stabilitd la punctul 2.1.5.3. Altfel, rezultatul analizei se raporteazd
utilizand terminologia stabilitd la punctul 2.1.5.2.

Dacd, in urma unei prime determindri efectuate in conformitate cu protocoalele de observare stabilite in
diagrama 1 sau in diagrama 2, dupd caz, sunt detectate mai mult de 5 particule animale de o anumitd
naturd (de exemplu, animale terestre sau pesti), rezultatul analizei se raporteazd utilizind terminologia
stabilitd la punctul 2.1.5.3.

Exprimarea rezultatelor

Atunci cand raporteaza rezultatele, laboratorul indicd pe ce tip de material s-a efectuat analiza (sediment,
reziduu de flotatie sau materie primd) si cite determindri s-au efectuat.

Raportul laboratorului contine cel putin informatii privind prezenta constituentilor derivati din animale
terestre si din pesti.

Diferitele situatii se raporteazd in modul urmdtor:
Nicio particuld animald de o anumitd naturd detectatd:

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat nu a fost detectatd
nicio particuld derivatd din animale terestre;

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat nu a fost detectatd
nicio particuld derivatd din pesti.

Intre 1 si 5 particule animale de o anumiti naturd detectate in medie:

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat nu au fost detectate
mai mult de 5 particule derivate din animale terestre, in medie, pentru fiecare determinare. Particulele
au fost identificate ca ... [os, cartilagiu, muschi, pdr, coarne ...]. Aceastd prezentd scizutd, fiind sub
limita de detectie a metodei microscopice, inseamnd cd nu se poate exclude riscul unui fals rezultat
pozitiv.

Sau, dupd caz,

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat nu au fost detectate
mai mult de 5 particule derivate din pesti, in medie, pentru fiecare determinare. Particulele au fost
identificate ca ... [oase de peste, solzi de peste, cartilagiu, muschi, otolit, branhii...]. Aceastd prezentd
scizutd, fiind sub limita de detectie a metodei microscopice, inseamna cd nu se poate exclude riscul
unui fals rezultat pozitiv.

In cazul cernerii in prealabil a esantioanelor, raportul laboratorului mentioneazi fractiunea in care (fractiune
cernutd, fractiune sub forma de pelete sau graunte) au fost detectate particulele animale, intrucat detectarea
particulelor animale numai in fractiunea cernutd poate fi semnul unei contamindri a mediului.

Mai mult de 5 particule animale de o anumitd naturd detectate in medie:

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat au fost detectate mai
mult de 5 particule derivate din animale terestre in medie pentru fiecare determinare. Particulele au fost
identificate ca ... [os, cartilagiu, muschi, par, coarne ...].
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Sau, dupd caz,

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscopul optic, in esantionul prezentat au fost detectate mai
mult de 5 particule derivate din pesti in medie pentru fiecare determinare. Particulele au fost identificate
ca ... [oase de peste, solzi de peste, cartilagiu, muschi, otolit, branhii...].

In cazul cernerii in prealabil a esantioanelor, raportul laboratorului mentioneaz3 fractiunea in care (fractiune
cernutd, fractiune sub forma de pelete sau graunte) au fost detectate particulele animale, intrucat detectarea
particulelor animale numai in fractiunea cernutd poate fi semnul unei contaminiri a mediului.

PCR

Principiu

Fragmentele de acid dezoxiribonucleic (ADN) de origine animald care pot fi prezente in materiile prime
furajere si furajele combinate sunt detectate printr-o tehnicd de amplificare geneticd prin PCR, care vizeazd
secvente de ADN specifice speciei.

Metoda PCR necesitd, in primul rand, o etapd de extragere a ADN-ului. Etapa de amplificare se aplici
ulterior extractului de ADN astfel obtinut, in vederea detectdrii speciilor de animale vizate de test.
Reactivi si echipamente

Reactivi

Reactivi pentru etapa de extragere a ADN-ului

Se utilizeazd numai reactivii aprobati de laboratorul de referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale
in hrana pentru animale i publicati pe site-ul internet al acestuia.

Reactivi pentru etapa de amplificare geneticd

Primeri si sonde

Se utilizeazd numai primerii si sondele cu secvente de oligonucleotide validate de citre laboratorul de
referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale (7).

Amestecul principal

Se utilizeazd doar solutiile de amestec principal care nu contin reactivi susceptibili s conduci la rezultate
false datoritd prezentei de ADN animal (?).

Reactivi de decontaminare

Solutie de acid clorhidric (0,1N)

Indlbitor (solutie de hipoclorit de sodiu la 0,15 % din clor activ)

Reactivi necorozivi pentru decontaminarea dispozitivelor costisitoare, precum balantele analitice (de
exemplu, DNA Erase M al MP Biomedicals)

Echipamente

Balantd analiticd cu o precizie de 0,001 g

Echipament de macinare

Thermocycler care permite PCR in timp real

Microcentrifugd pentru tuburi de microcentrifugare

Set de micropipete care permit introducerea cu pipeta de la 1 pl pand la 1 000 pl

Material de plastic standard de biologie moleculara: tuburi de microcentrifugare, varfuri de plastic filtrate
pentru micropipete, plici adecvate pentru thermocycler.

Congelatoare pentru depozitarea esantioanelor si reactivilor

(") Lista acestor primeri si sonde pentru fiecare specie de animale vizatd de testare este disponibild pe site-ul internet al laboratorului de
referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale.

(%) Exemple de amestecuri principale care sunt functionale sunt disponibile pe site-ul internet al laboratorului de referintd al UE pentru
detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale.
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Esantionarea i pregdtirea esantioanelor
Esantionare

Se utilizeazd un esantion reprezentativ, prelevat in conformitate cu dispozitiile previzute in anexa I.

Pregitirea esantioanelor

Pregitirea esantioanelor de laborator inainte de extragerea ADN-ului respectd cerintele previzute in anexa
II. Cel putin 50 g din esantion constituie subesantioane pentru a fi analizate si ulterior macinate.

Pregitirea esantioanelor se efectueazd intr-o incdpere diferitd de cele dedicate extragerii ADN-ului si
reactiilor de amplificare geneticd descrise in ISO 24276.

Se pregitesc doud portiuni de testat de cel putin 100 mg fiecare.

Extragerea ADN-ului

Extragerea ADN-ului se efectueazd pe fiecare portiune de testat pregititd utilizind PSO stabilite de labo-
ratorul de referintd al UE pentru detectarea proteinelor animale in hrana pentru animale si publicate pe site-
ul internet al acestuia.

Se pregitesc doud controale de extragere pentru fiecare serie de extrageri descrise in 1SO 24276:
— un control martor de extragere;
— un control de extragere al ADN-ului pozitiv.

Amplificarea geneticd

Amplificarea geneticd se efectueazd utilizdnd metodele validate pentru fiecare specie care necesitd identi-
ficare. Aceste metode sunt previzute in PSO stabilite de laboratorul de referintd al UE pentru detectarea
proteinelor animale in hrana pentru animale si publicate pe site-ul internet al acestuia. Fiecare extract de
ADN se analizeazd in cel putin doud dilutii diferite in scopul de a evalua inhibarea.

Se pregitesc doud controale de amplificare pentru fiecare specie tintd, astfel cum se descrie in ISO 24276.
— se utilizeazd un control {intd al ADN-ului pozitiv pentru fiecare placd sau serie de teste PCR;

— se utilizeazd un control al reactivului de amplificare (denumit, de asemenea, control fird etalon) pentru
fiecare placd sau serie de teste PCR.

Interpretarea i exprimarea rezultatelor

Atunci cand raporteazd rezultatele, laboratorul indicd cel putin greutatea portiunilor de testat utilizate,
tehnica de extragere utilizatd, numdrul de determindri efectuate si limita de detectie a metodei.

Rezultatele nu sunt interpretate si raportate in cazul in care controlul de extragere al ADN-ului pozitiv si
controalele tintd ale ADN-ului pozitiv nu oferd rezultate pozitive pentru obiectivul care face obiectul
testului, in timp ce controlul reactivului de amplificare este negativ.

In cazul in care rezultatele celor doud portiuni de testat nu sunt consecvente, se repetd cel putin etapa de
amplificare geneticd. In cazul in care laboratorul suspecteazd ci extractele de ADN pot fi cauza inconsec-
ventei, se efectueazd o noud extractic de ADN si o altd amplificare geneticd inainte de interpretarea
rezultatelor.

Exprimarea finald a rezultatelor se bazeazd pe integrarea si interpretarea rezultatelor celor doud portiuni de
testat in conformitate cu PSO stabilite de laboratorul de referingd al UE pentru detectarea proteinelor
animale in hrana pentru animale si publicate pe site-ul internet al acestuia.

Rezultat negativ

Un rezultat negativ este raportat dupd cum urmeazi:

Niciun ADN de la X nu a fost detectat in esantionul prezentat (X fiind specia de animale sau grupul de
specii de animale care sunt vizate de test).

Rezultat pozitiv

Un rezultat pozitiv este raportat dupd cum urmeazi:

A fost detectat ADN de la X in esantionul prezentat (X fiind specia de animale sau grupul de specii de
animale care sunt vizate de test).”
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