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II

(Icke-lagstiftningsakter)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 709/2014
av den 20 juni 2014

om indring av foérordning (EG) nr 152/2009 vad giller bestimning av halter av dioxiner och poly-
klorerade bifenyler

(Text av betydelse for EES)
EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 882/2004 av den 29 april 2004 om offentlig kon-
troll for att sikerstilla kontrollen av efterlevnaden av foder- och livsmedelslagstiftningen samt bestimmelserna om djur-
hilsa och djurskydd (), sarskilt artikel 11.4, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens forordning (EG) nr 152/2009 (3 anges metoder for bestimning av halter av polyklorerade
dibenso-p-dioxiner (PCDD), polyklorerade dibensofuraner (PCDF) och dioxinlika polyklorerade bifenyler (PCB) i
foder.

(2)  Krav bor faststillas for screeningmetoder som urskiljer prov med betydande halter av PCDD/PCDF och dioxinlika
PCB och som har en hog kapacitet. Metoderna ska helst urskilja prov som overskrider atgirdsgrianserna och
garantera att prov som overskrider grinsviardena pavisas. Nar det giller gransvirden bor andelen prov som med
dessa screeningmetoder felaktigt bedomts vara overensstimmande med gransvirdet vara lagre dn 5 %.

(3)  Om resultaten frdn screeningmetoden overstiger brytpunkten boér det ursprungliga provet analyseras med en
metod som kan identifiera och kvantifiera miangden PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i provet. Sddana metoder
kallas hir nedan konfirmeringsmetoder. De tekniska framstegen och utvecklingen har visat att utover gaskromato-
grafi i kombination med hogupplosande masspektrometri (GC-HRMS) bor dven gaskromatografi i kombination
med tandem-masspektrometri (GC-MS/MS) fa anvindas som konfirmeringsmetod for att kontrollera verensstim-
melse med gransvirdet.

(4)  Pa grundval av de erfarenheter som gjorts till f6ljd av tillimpningen av de befintliga bestimmelserna bor dessa
bestimmelser dndras vad giller behovet av dubbelprov, bedomningen av overensstimmelsen i frdga om dubbel-
prov och kravet pd godtagbar skillnad mellan resultaten avseende den dvre och den liagre koncentrationen.

(5)  Forordning (EG) nr 152/2009 bor ddrfor dndras i enlighet med detta.

(6)  De dtgarder som foreskrivs i denna forordning ar forenliga med yttrandet fran stindiga kommittén for livsmedels-
kedjan och djurhilsa.

() EUTL165,30.4.2004,s.1.
(*) Kommissionens férordning (EG) nr 152/2009 av den 27 januari 2009 om provtagnings- och analysmetoder for offentlig kontroll av
foder (EUT L 54, 26.2.2009, s. 1).
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Del B i bilaga V till férordning (EG) nr 152/2009 ska dndras i enlighet med bilagan till den hir férordningen.

Artikel 2

Denna forordning trader i kraft den tjugonde dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella
tidning.

Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 20 juni 2014.

Pd kommissionens vignhar
José Manuel BARROSO
Ordférande
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BILAGA

I Bilaga V till Forordning (EG) nr 152/2009 Ska del B "BESTAMNING AV HALTER AV DIOXINER (PCDD/PCDF) OCH PCB”
ersittas med foljande:

”B. BESTAMNING AV HALTER AV DIOXINER (PCDD/PCDF) OCH PCB

KAPITEL 1

Provtagningsmetoder och tolkning av analysresultat

1. Syfte och tillimpningsomréde

Provtagning for offentlig kontroll av halter av polyklorerade dibenso-p-dioxiner (PCDD) och polyklorerade dibenso-
furaner (PCDF) (nedan kallade PCDD/PCDF), dioxinlika polyklorerade bifenyler (nedan kallade dioxinlika PCB) (')*
och icke-dioxinlika PCB i foder ska goras i enlighet med bilaga I. De kvantitativa kraven i frdga om kontroll av
amnen eller produkter som ir jamnt fordelade i fodret enligt punkt 5.1 i bilaga I ska uppfyllas. De erhéllna
samlingsproven ska betraktas som representativa for de partier eller delpartier frin vilka de tas. De halter som
bestdms i laboratorieproven ska ligga till grund for bedomningen av om proven ar overensstimmande med grans-
virdena enligt direktiv 2002/32/EG.

I denna del B ska definitionerna i bilaga I till kommissionens beslut 2002/657[EG ()* gilla.
Dessutom giller foljande definitioner:

screeningmetoder: metoder for att pavisa prov med halter av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som 6verskrider grins-
virdena eller dtgirdsgranserna. De ska ge en kostnadseffektiv och hog analyskapacitet och dirigenom 6ka mojlighe-
terna att uppticka nya fall som medfér hog exponering och hilsorisker for konsumenterna. Screeningmetoder ska
baseras pd bioanalytiska metoder eller GC-MS-metoder. Provresultat som 6verskrider brytpunkten vid kontroll av
overensstimmelsen med grinsvirdet ska kontrolleras genom en fullstindig ny analys av det ursprungliga provet
med en konfirmeringsmetod.

konfirmeringsmetoder: metoder for att 3 fram fullstindig eller kompletterande information som mojliggér en entydig
identifiering och kvantifiering av. PCDD/PCDF och dioxinlika PCB vid gransvirdet, eller vid behov vid &tgards-
grinsen. Sddana metoder bygger pd gaskromatografi i kombination med hogupplosande masspektrometri
(GC-HRMS) eller gaskromatografi i kombination med tandem-masspektrometri (GC-MS/MS).

2. Partiets eller delpartiets §verensstimmelse med grinsvirdet

2.1 Icke-dioxinlika PCB

Partiet dr Overensstimmande med griansvirdet om analysresultatet inte overskrider gransvirdet for icke-dioxinlika
PCB enligt direktiv 2002/32/EG, med beaktande av matosakerheten.

Partiet dr icke-Gverensstimmande med grinsvirdet om analysresultatet avseende den ovre koncentrationen (°)*,
bekriftat genom dubbelprov (9*, 6verskrider grinsvirdet enligt direktiv 2002/32/EG, med beaktande av mitosiker-
heten. Medelvirdet av tvd bestimningar, dar matosikerheten beaktas, anvinds for kontroll av dverensstimmelsen.

Mitosidkerheten ska beaktas enligt ndgon av f6ljande metoder:
— Genom att faststilla den utvidgade matosikerheten med anvindning av en tickningsfaktor pd 2, vilket ger en
konfidensgrad pa cirka 95 %. Ett parti eller delparti r icke-6verensstimmande om det uppmatta virdet minus U

overstiger gransvirdet.

— Genom att faststdlla beslutsgransen (CCa) enligt punkt 3.1.2.5 i bilaga I till beslut 2002/657EG. Ett parti eller
delparti dr icke-Overensstimmande om det uppmatta virdet ar lika med eller hogre dn CCa.

Styckena 1, 2 och 3 ska tillimpas pa de analysresultat som erhalls vid provtagning for offentlig kontroll. Nar det
giller analys for 6verklagande eller referensindamal ska nationella regler gilla.
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2.2 Dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB
Partiet 4r overensstimmande med grinsvirdena i foljande fall:

— En enda analys med en screeningmetod for vilken andelen prov som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande
med gransvirdet ar ldgre 4n 5 % ger ett resultat som visar att halten inte 6verskrider respektive gransvirde for
PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG.

— En enda analys med en konfirmeringsmetod ger ett resultat som inte Gverskrider respektive grinsvirde for
PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG, med beaktande av
mitosikerheten.

For screeninganalyser ska en brytpunkt faststéllas for bedomningen av om provet/n dr 6verensstimmande med det
gransvirde som anges fér PCDD/PCDF respektive for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

Partiet dr icke-Overensstimmande med grinsvirdet om analysresultatet avseende den Gvre koncentrationen (°)*, fast-
stillt med en konfirmeringsmetod och bekriftat genom dubbelprov, Gverskrider griansvirdet enligt direktiv
2002/32[EG, med beaktande av mitosdkerheten (°)*. Medelvirdet av tvd bestimningar, dir matosakerheten beaktas,
anvinds for kontroll av 6verensstimmelsen.

Mitosikerheten ska beaktas enligt nigon av foljande metoder:

— Genom att faststilla den utvidgade matosikerheten med anvindning av en tickningsfaktor pd 2, vilket ger en
konfidensgrad pa cirka 95 %. Ett parti eller delparti ar icke-6verensstimmande om det uppmatta virdet minus U
overstiger griansvirdet. Om det har gjorts en separat bestimning av PCDD/PCDF och av dioxinlika PCB ska
summan av den skattade utvidgade matosikerheten for de enskilda analysresultaten anvindas ndr man anger
summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

— Genom att faststdlla beslutsgransen (CCa) enligt punkt 3.1.2.5 i bilaga I till beslut 2002/657EG. Ett parti eller
delparti 4r icke-6verensstimmande om det uppmitta virdet ar lika med eller hogre an CCa.

Styckena 1-4 ska tillimpas pa de analysresultat som erhdlls vid provtagning for offentlig kontroll. Nar det galler
analys for overklagande eller referensindamal ska nationella regler gilla.

3. Resultat som overskrider de dtgirdsgrinser som anges i bilaga II till direktiv 2002/32/EG

Atgirdsgrinserna fungerar som ett redskap for provurval i de fall dir det 4r nodvindigt att identifiera en forore-
ningskilla och att vidta tgdrder for att minska eller eliminera den. Screeningmetoderna ska faststilla limpliga bryt-
punkter for urvalet av dessa prov. Om det behovs betydande insatser for att identifiera en fororeningskilla och
minska eller eliminera fororeningen kan det vara limpligt att bekrifta om atgdrdsgransen overskridits genom att
analysera dubbelprov med en konfirmeringsmetod, med beaktande av matosakerheten (')*.

KAPITEL II

Provberedning och krav pd analysmetoder for offentlig kontroll av halter av dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika
PCB i foder

1. Tillimpningsomrade

Kraven i detta kapitel ska tillimpas nir foder analyseras for offentlig kontroll av halterna av 2,3,7,8-substituerade
polyklorerade dibenso-p-dioxiner och polyklorerade dibensofuraner (nedan kallade PCDD/PCDF) samt av dioxin-
lika polyklorerade bifenyler (nedan kallade dioxinlika PCB) och for andra lagstadgade andamal.

Overvakningen av férekomsten av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i foder kan utféras med tv4 olika typer av
analysmetoder:

a) Screeningmetoder

Syftet med screeningmetoder dr att pdvisa prov med halter av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som
overskrider griansvirdena eller dtgdrdsgrinserna. Screeningmetoder bor ge en kostnadseffektiv och hog analys-
kapacitet och ddrigenom 6ka mojligheterna att uppticka nya fall som medfor hog exponering och hilsorisker
for konsumenterna. Nir dessa metoder anvidnds bor man striva efter att undvika resultat som felaktigt
bedomts vara Gverensstimmande. De kan bland annat bestd av bioanalytiska metoder och GC-MS-metoder.
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Screeningmetoder jamfor analysresultatet med en brytpunkt och ger ett jajnej-svar for bedémning av om
gransvirdet eller dtgardsgrinsen eventuellt har overskridits. Koncentrationen av PCDD/PCDF och summan av
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i prov som misstinks vara icke-6verensstimmande med grinsvirdet méste
bestimmas/bekriftas med en konfirmeringsmetod.

Screeningmetoderna kan dessutom ge en indikation pé halterna av de PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som
forekommer i provet. Om bioanalytiska screeningmetoder anvinds ska resultatet uttryckas som bioanalytiska
ekvivalenter (BEQ), medan om fysikalisk-kemiska GC-MS-metoder anvinds ska resultatet uttryckas som
toxicitetsekvivalenter (TEQ). Screeningmetodernas resultat i form av numeriska virden ar limpliga for att
demonstrera att proven dr overensstimmande eller misstinkt icke-6verensstimmande eller att dtgardsgriansen
overskridits, och ger en indikation pd koncentrationsintervallet om proven foljs upp med konfirmeringsme-
toder. Diremot 4r de inte limpliga for utvirdering av bakgrundshalter, uppskattning av intag, uppfoljning av
tidstrender avseende halter eller omprévning av dtgdrdsgrinser och grinsvirden.

b) Konfirmeringsmetoder

Konfirmeringsmetoder méjliggor en entydig identifiering och kvantifiering av de PCDD/PCDF och dioxinlika
PCB som forekommer i ett prov och ger fullstindig information pd kongennivd. Dessa metoder mojliggor
dirfor kontroll av griansvirden och dtgardsgrinser, inklusive konfirmering av de resultat som fitts med scree-
ningmetoder. Dessutom kan resultaten anvindas for andra dndamdl, t.ex. bestimning av laga bakgrundshalter
vid foderovervakning, uppfoljning av tidstrender, exponeringsbedomning samt f6r uppbyggnad av en databas
om eventuell omprévning av dtgdrdsgrinser och gransvirden. De dr ocksé viktiga for att faststdlla kongen-
monster sd att killan till en eventuell fororening kan identifieras. Sddana metoder bygger pd GC-HRMS. For
att bekrifta 6verensstimmelse eller icke-overensstimmelse med grinsvirdet kan dven GC-MS/MS anvindas.

2. Bakgrund

For att berdkna den totala koncentrationen av dioxinlika foreningar i ett prov, den s kallade toxicitetsekviva-
lenten (TEQ), ska koncentrationen av varje enskilt dmne i ett givet prov multipliceras med respektive dmnes
toxicitetsekvivalensfaktor (TEF) (se fotnot (1)* i kapitel I) och dérefter adderas.

I denna del B i bilaga V avses med den accepterade sirskilda kvantifieringsgrinsen for en enskild kongen den ligsta
analythalten som med rimlig statistisk sdkerhet kan mitas och som uppfyller de identifieringskriterier som
beskrivs i internationellt erkdnda standarder, t.ex. standarden EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av
dioxiner och dioxinlika PCB:er med GC/HRMS och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-meto-
derna 1613 och 1668, med senare revideringar.

Kvantifieringsgrinsen for en enskild kongen kan identifieras

a) som den koncentration av en analyt i ett provextrakt som ger en instrumentrespons for de tvé skilda joner
som ska 6vervakas, med ett S/N-forhéllande (signal-brusforhallande) pd 3:1 for den mindre kinsliga radatasig-
nalen, eller

b) om berdkningen av signal-brusforhallandet pd grund av tekniska skil inte ger tillforlitliga resultat, som den
lagsta koncentrationen pa en kalibreringskurva som ger en godtagbar (< 30 %) och konsekvent (uppmitt
atminstone i borjan och slutet av en provserie) avvikelse till den genomsnittliga relativa responsfaktorn som
berdknats for alla punkter pé kalibreringskurvan for varje provserie. Kvantifieringsgransen berdknas utifrdn
den lagsta koncentrationen med beaktande av utbytet for interna standarder och mingden prov.

Bioanalytiska screeningmetoder ger inte resultat pd kongennivd utan endast en indikation ()* pd TEQ-virdet,
uttryckt som bioanalytiska ekvivalenter (BEQ), pd grund av att det i ett provextrakt dven kan finnas féreningar
som ger en respons i analysen men som inte uppfyller alla krav i TEQ-principen.

Screeningmetoder och konfirmeringsmetoder fir endast anvindas for kontroll av en viss matris om metoderna
har tillrackligt hog kanslighet for att pa ett tillforlitligt satt pavisa halter vid dtgardsgrinsen eller gransvirdet.

3. Krav pd kvalitetssikring
3.1 Atgirder ska vidtas for att undvika korskontaminering under alla moment vid provtagning och analys.
3.2 Proven ska forvaras och transporteras i behéllare av glas, aluminium, polypropen eller polyeten som ar limpade

for forvaring och inte paverkar halterna av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proven. Spér av pappersdamm ska
avldgsnas fran provbehdllaren.
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3.3 Proven ska forvaras och transporteras pa ett sidant sitt att foderprovet bibehélls i oférandrat tillstdnd.

3.4 Varje laboratorieprov ska vid behov finmalas och blandas omsorgsfullt enligt en metod som garanterar full-
standig homogenisering (t.ex. sd att de passerar en 1 mm sikt). Om vattenhalten ar for hog ska proven torkas
innan de mals.

3.5 Reagenser, glasvaror och utrustning ska kontrolleras for om de eventuellt kan paverka de TEQ- eller BEQ-base-
rade resultaten.

3.6 En analys av ett blankprov ska goras genom att man utfér hela analysen men utelimnar provet.

3.7 For bioanalytiska metoder ska alla glasvaror och l6sningsmedel som anvinds i analysen vara garanterat fria frin
dmnen som kan stora pavisandet av mélféreningar i mitomradet. Glasvaror ska skoljas med 16sningsmedel eller
upphettas till de temperaturer som kravs for att avligsna spar av PCDD/PCDF, dioxinlika foreningar och stérande
foreningar frdn dess yta.

3.8 Det prov som extraheras ska vara tillrdckligt stort for att uppfylla kraven vad giller ett tillrackligt ligt méitom-
rdde som inkluderar grinsvirden eller tgirdsgrinser.

3.9 De sdrskilda provberedningsforfaranden som anvinds for de givna produkterna ska folja internationellt accepte-
rade riktlinjer.

4. Krav pé laboratorier

4.1 I enlighet med forordning (EG) nr 882/2004 ska laboratorierna ackrediteras av ett godként ackrediteringsorgan
som verkar enligt ISO Guide 58 for att sikerstilla att de tillimpar ett system for kvalitetssdkring av analysverk-
samheten. Laboratorierna ska ackrediteras enligt standarden EN ISO[IEC 17025.

4.2 Laboratoriekompetensen ska bevisas genom fortlopande medverkan i kollaborativa studier for bestimning av
halten av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i relevanta fodermatriser och koncentrationsintervall.

43 Laboratorier som anvinder screeningmetoder vid rutinkontroll av prov ska ha ett ndra samarbete med laborato-
rier som anvander konfirmeringsmetoden, bade for kvalitetskontroll och for att bekrifta analysresultatet for
misstankta prov.

5. Grundliggande krav pa analysmetoder for dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB
5.1 Lagt matomrdde och ldga kvantifieringsgrinser

Eftersom vissa typer av PCDD/PCDF idr extremt toxiska ska detektionsgrinsen for dessa foreningar vara i stor-
leksordningen femtogram (10 g). For de flesta PCB-kongener ricker det att kvantifieringsgransen 4r i storleks-
ordningen nanogram (10~ g). Vid métning av de mer toxiska dioxinlika PCB-kongenerna (sirskilt kongener som
inte dr substituerade pd orto-position, s.k. non-orto kongener) ska dock de lagsta halterna i midtomradet vara i
storleksordningen pikogram (1012 g). For alla andra PCB-kongener ricker det att kvantifieringsgrinsen ar i stor-
leksordningen nanogram (10-° g).

5.2 Hag selektivitet (specificitet)

5.2.1 PCDD/PCDF och dioxinlika PCB mdste kunna skiljas fran en stor mingd andra foreningar som extraheras samti-
digt och ingdr i koncentrationer flerfaldigt hogre 4n hos de givna analyterna och som kan stora analysen.
GC-MS-metoder maste kunna sirskilja mellan olika kongener, exempelvis mellan de toxiska kongenerna (t.ex. de
sjutton 2,3,7,8-substituerade PCDD/PCDF och de tolv dioxinlika PCB) och andra kongener.

5.2.2 Bioanalytiska metoder ska kunna pavisa malforeningar och ange dem som summan av PCDD/PCDF och/eller
dioxinlika PCB. Upprening av prov ska syfta till att avligsna foreningar som orsakar resultat som felaktigt
bedomts vara icke-6verensstimmande eller foreningar som kan minska responsen, vilket orsakar resultat som
felaktigt bedomts vara overensstimmande.
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5.3 Hag noggrannhet (riktighet och precision, skenbart utbyte for bioassay)

5.3.1 Bestdimning med GC-MS-metoder ska ge en giltig uppskattning av den faktiska koncentrationen i ett prov. En
hog noggrannhet krivs for att resultatet av en provanalys inte ska avvisas pd grund av att det faststillda
TEQ-virdet har for délig tillforlitlighet. Noggrannheten uttrycks som riktighet (skillnaden mellan det medelvirde
som har uppmiitts for en analyt i ett certifierat material och dess certifierade virde, uttryckt som ett procenttal
av detta virde) och precision (RSDy, dvs. den relativa standardavvikelsen berdknad utifrdn de resultat som fatts
under reproducerbara forhallanden).

5.3.2  For bioanalytiska metoder ska det skenbara utbytet f6r bioassay bestimmas. Det skenbara utbytet for bioassay
motsvaras av det BEQ-virde som berdknats frdn kalibreringskurvan for TCDD eller PCB 126, korrigerats for
blank och direfter delats med det TEQ-virde som faststdllts med konfirmeringsmetoden. Syftet r att korrigera
for faktorer som till exempel forlusten av PCDD/PCDF och dioxinlika foreningar under extraktions- och uppre-
ningsstegen, foreningar som extraherats ut samtidigt och okar eller minskar responsen (agonistiska och antago-
nistiska effekter), kvaliteten pd kurvpassningen eller skillnader mellan TEF-vdrden och REP-vdrden (relativ potens-
faktor). Det skenbara utbytet for bioassay berdknas utifrdn limpliga referensprov med representativa kongen-
monster kring den givna nivén.

5.4 Validering i intervallet for grinsvardet och allmdnna dtgérder for kvalitetskontroll

5.4.1 Laboratorierna ska pédvisa en metods prestanda i intervallet for gransvirdet, t.ex. 0,5 gdng, 1 gdng och 2 génger
grinsvirdet med en godtagbar variationskoefficient for upprepade analyser, under valideringsforfarandet och
rutinanalyser.

5.4.2  Laboratorierna ska regelbundet analysera blankprov och spikade prov eller kontrollprov (helst certifierat referen-
smaterial om sddant finns) som en atgérd for intern kvalitetskontroll. Kontrollkort for analyser av blankprov och
spikade prov eller kontrollprov ska framstillas och kontrolleras for att sikerstilla att den analytiska prestandan
uppfyller kraven.

5.5 Kvantifieringsgrans

5.5.1  For en bioanalytisk screeningmetod 4r det inte ett absolut krav att kvantifieringsgrinsen faststills, men metoden
ska bevisligen kunna sirskilja mellan blankprovet och brytpunkten. Nir ett BEQ-virde anges ska en rapporter-
ingsniva faststillas for att hantera prov som ger en respons under denna niva. Rapporteringsnivan ska bevisligen
vara skild frin metodens blankprov med dtminstone en faktor pa tre och ge respons vid halter under méitom-
radet. Den ska darfor berdknas utifrdn prov med halter av malféreningarna kring de miniminivder som kravs
och inte utifran ett S/N-forhdllande (signal-brusforhéllande) eller ett blankprov.

5.5.2  Kvantifieringsgrinsen for en konfirmeringsmetod ska motsvara ungefir en femtedel av gransvirdet.

5.6 Analyskriterier

For att resultaten fran konfirmeringsmetoder eller screeningmetoder ska vara tillforlitliga ska foljande kriterier
vara uppfyllda i intervallet for gransvirdet eller dtgirdsgransen for TEQ-virdet respektive BEQ-virdet, vilka kan
bestimmas antingen som det totala TEQ-vérdet (dvs. summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB) eller separat
for PCDD/PCDF och for dioxinlika PCB:

Screening med bioanalytiska
eller fysikalisk-kemiska Konfirmeringsmetoder

metoder
Andelen prov som felaktigt bedomts vara overensstim- <5%
mande (%)
Riktighet -20 % till +20 %
Repeterbarhet (RSD,) <20 %
Reproducerbarhet inom laboratoriet (RSDy) <25% <15%

(") Med avseende pé gransvirdena.
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5.7 Sdrskilda krav pd screeningmetoder

5.7.1 Bédde GC-MS och bioanalytiska metoder fir anvindas for screening. For GC-MS-metoder ska kraven i punkt 6
uppfyllas. For cellbaserade bioanalytiska metoder anges sirskilda krav i punkt 7.

5.7.2  Laboratorier som anvinder screeningmetoder vid rutinkontroll av prov ska ha ett nira samarbete med laborato-
rier som anvinder konfirmeringsmetoden.

5.7.3  Screeningmetodens prestanda ska kontrolleras vid rutinanalyser genom analytisk kvalitetskontroll och lopande
metodvalidering. Det ska finnas ett fortlopande program for att kontrollera 6verensstimmande resultat.

5.7.4  Kontroll av en eventuell himning av cellens respons och cytotoxicitet

Vid rutinmissig screening ska 20 % av provextrakten analyseras med och utan tillsats av 2,3,7,8-TCDD i en halt
som motsvarar gransvirdet eller dtgdrdsgransen for att kontrollera om responsen eventuellt himmas av storande
amnen i provextraktet. Den uppmadtta koncentrationen i det spikade provet ska jimforas med summan av
koncentrationen i det ¢j spikade provet och den tillsatta koncentrationen. Om den uppmatta koncentrationen ar
mer dn 25 % lagre dn den berdknade koncentrationen (summan) tyder detta pa att signalen eventuellt himmas
och det berorda provet ska genomgd konfirmeringsanalys med GC-HRMS. Resultaten ska foljas upp med
kontrollkort.

5.7.5  Kuvalitetskontroll av dverensstimmande prov

Ungefir 2-10 % av de overensstimmande proven ska bekraftas med GC-HRMS. Antalet prov beror pd provma-
trisen och laboratoriets erfarenhetsniva.

5.7.6  Kuvalitetskontrolluppgifter som grund fér bestimning av andelen prov som felaktigt bedémts vara 6verensstim-
mande

Efter screening av prov vars halter ligger under eller 6ver grinsvirdena eller dtgirdsgrinserna ska man bestimma
andelen prov som felaktigt bedémts vara éverensstimmande med kraven. Den faktiska andelen prov som felak-
tigt bedomts vara overensstimmande ska vara ldgre dn 5 %. Nir man vid kvalitetskontrollen av Gverensstim-
mande prov har tillgdng till minst 20 bekriftade resultat per matris eller matrisgrupp ska dessa uppgifter
anvindas som grund for att dra slutsatser om andelen prov som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande.
Resultat frdn prov som analyserats i ringtest eller vid féroreningsincidenter och som ticker koncentrationsinter-
vall upp till exempelvis tvd ganger gransvardet far ocksé tas med i de 20 resultat som minst ska ingd i utvirder-
ingen. Proven ska ticka de vanligaste kongenmonstren och komma fran olika kéllor.

Aven om det frimsta syftet med screeningmetoder dr att pavisa prov som overskrider atgirdsgrinsen, dr kriteriet
for att faststilla andelen prov som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande griansvirdet, med beaktande av
mitosikerheten for konfirmeringsmetoden.

5.7.7  Screeningresultat som eventuellt 4r icke-Gverensstimmande ska alltid kontrolleras genom en fullstindig ny
analys av det ursprungliga provet med en konfirmeringsmetod. Dessa provresultat kan ocksé anvindas for att
utvirdera andelen prov som felaktigt bedomts vara icke-Overensstimmande. For screeningmetoder motsvaras
andelen prov som felaktigt bedomts vara icke-overensstimmande av den andel prov som med hjilp av konfir-
meringsanalyser konstaterats vara Overensstimmande och som vid tidigare screening hade konstaterats vara
eventuellt icke-Overensstimmande. Utvirderingen av hur vil screeningmetoden fungerar ska goras pd grundval
av en jamforelse mellan antalet prov som felaktigt bedomts vara icke-overensstimmande och det totala antalet
prov som kontrollerats. Detta virde ska vara s lagt att det lonar sig att anvinda en screeningmetod.

5.7.8  Bioanalytiska metoder ska, tminstone under valideringsbetingelser, ge en godtagbar indikation pd TEQ-virdet,
beriknat och uttryckt som BEQ.

Aven for bioanalytiska metoder som anvinds under repeterbarhetsbetingelser bér normalt sett den interna repe-
terbarheten (RSD,) vara mindre dn reproducerbarheten (RSDy).

6. Sirskilda krav pd GC-MS-metoder for screening eller konfirmering

6.1 Godtagbara skillnader mellan WHO-TEQ-vdrdena avseende den Gvre och den ligre koncentrationen

Det fér inte skilja mer 4n 20 % mellan den 6vre och den ligre koncentrationen vid konfirmering av att grins-
virdet, eller vid behov tgirdsgransen, overskridits.
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6.2 Kontroll av utbytet

6.2.1 For validering av analysmetoden ska interna standarder i form av 3C-mirkta 2,3,7,8-klorsubstituerade
PCDD/PCDF och *C-mirkta dioxinlika PCB tillsittas alldeles i borjan av analysen, t.ex. fore extraktionen. Minst
en kongen for varje tetra- till oktaklorerad homolog grupp av PCDD/PCDF och minst en kongen for varje
homolog grupp av dioxinlika PCB ska tillsittas (alternativt tillsatts minst en kongen f6r varje masspektrometrisk
SIR-funktion [selected ion recording] som anvinds for att 6vervaka PCDD/PCDF och dioxinlika PCB). For konfir-
meringsmetoder ska alla de sjutton *C-mirkta 2,3,7,8-substituerade interna PCDD/PCDF-standarderna och alla
de tolv ’C-markta interna dioxinlika PCB-standarderna anvindas.

6.2.2  Med hjilp av limpliga kalibreringslosningar ska de relativa responsfaktorerna ocksd bestimmas for de kongener
till vilka ingen '*C-mdrkt analog tillsatts.

6.2.3  For foder av vegetabiliskt eller animaliskt ursprung som innehéller mindre dn 10 % fett ska interna standarder
tillsittas innan extraktionen gors. For foder av animaliskt ursprung som innehéller mer dn 10 % fett ska interna
standarder tillsittas antingen fore eller efter fettextraktionen. Extraktionens effektivitet ska valideras pad lampligt
sitt, med hansyn till ndr de interna standarderna tillsétts och till om resultaten anges per gram produkt eller per
gram fett.

6.2.4 Innan en GC-MS-analys utfors ska en eller tvd utbytesstandarder (surrogat) tillsittas.

6.2.5 Det krivs en kontroll av utbytet. For konfirmeringsmetoder ska utbytet av de enskilda interna standarderna ligga
i intervallet 60-120 %. Lagre eller hogre utbytesgrad for enskilda kongener — sdrskilt for vissa hepta- och okta-
klorerade dibenso-p-dioxiner och dibensofuraner — ska godtas under forutsittning att deras bidrag till det totala
TEQ-virdet inte Gverstiger 10 % (baserat pd summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB). For GC-MS-screening-
metoder ska utbytet ligga i intervallet 30-140 %.

6.3 Avligsnande av storande dmnen

— PCDD/PCDF ska separeras fran storande klorféreningar, sdsom icke-dioxinlika PCB och klorerade difenyletrar,
med hjilp av limpliga kromatografiska tekniker (limpligtvis med en florisil-, aluminiumoxid- och/eller
kolkolonn).

— Gaskromatografisk separation av isomerer ska ha mindre 4n 25 % mellan tva toppar for 1,2,3,4,7,8-HxCDF
och 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

6.4  Kalibrering med standardkurva

Kalibreringskurvan ska omfatta det relevanta intervallet for gransvirdet eller dtgdrdsgrinsen.

6.5 Sarskilda kriterier for konfirmeringsmetoder
— For GC-HRMS:
Vid HRMS ska upplosningen vara storre dn eller lika med 10 000 i hela massomradet vid 10 % valley.

De ska uppfylla ytterligare kriterier for identifiering och konfirmering som beskrivs i internationellt erkinda
standarder, t.ex. standarden EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av dioxiner och dioxinlika PCB:er med
GC[HRMS och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med senare
revideringar.

— For GC-MS/MS:

Overvakning av minst tv4 specifika moderjoner, var och en med en specifik motsvarande dotterjon frén tran-
sitionen, for alla markta och omarkta analyter som omfattas av analysens tillimpningsomrade.

Hogsta tilltna tolerans for relativ jonintensitet pd + 15 % for utvalda dotterjoner frén transitionen i jamfo-
relse med berdknade eller uppmitta virden (medelvirde frdn kalibreringsstandarder) vid identiska
MS/MS-betingelser, i synnerhet kollisionsenergi och kollisionsgastryck, for varje transition av en analyt.
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Upplosningen for varje kvadrupol ska minst motsvara upplosningen for en massenhet (dvs. tillracklig
upplosning for att separera tvd toppar som skiljer sig 4t med en massenhet) i syfte att minimera risken for
att eventuella interferenser stor de givna analyterna.

De ska uppfylla ytterligare kriterier som beskrivs i internationellt erkdnda standarder, t.ex. standarden
EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av dioxiner och dioxinlika PCB:er med GC/HRMS och av indi-
kator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med senare revideringar, utom
kravet pd att anvinda GC-HRMS.

7. Sirskilda krav pd bioanalytiska metoder

Bioanalytiska metoder bygger pa biologiska principer sdsom cellbaserade metoder, receptorbaserade metoder
eller immunologiska metoder. I denna punkt (punkt 7) faststills krav pa bioanalytiska metoder i allmanhet.

Med en screeningmetod klassificeras i princip ett prov antingen som overensstimmande eller som misstankt
icke-6verensstimmande genom en jimforelse mellan det berdknade BEQ-virdet och brytpunkten (se punkt 7.3).
Prov under brytpunkten 4r overensstimmande, medan prov som dr lika med eller 6ver brytpunkten dr misstankt
icke-6verensstimmande och kriver analys med en konfirmeringsmetod. I praktiken kan ett BEQ-virde som
motsvarar 23 av grinsvirdet anvindas som brytpunkt, forutsatt att det kan sikerstillas att andelen prov som
felaktigt bedomts vara dverensstimmande dr ligre 4n 5 % och att andelen prov som felaktigt bedomts vara icke-
overensstimmande dr godtagbar. Om man anvinder separata grinsvirden fér PCDD/PCDF och for summan av
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB krivs limpliga brytpunkter fér bioassay av PCDD/PCDF for att utan fraktio-
nering kunna kontrollera provens overensstimmelse. For kontroll av prov som 6verskrider dtgirdsgrinserna
skulle en lamplig procentandel av respektive atgirdsgrins limpa sig som brytpunkt.

Nir det giller vissa bioanalytiska metoder fir ett vdgledande virde uttryckt i BEQ ges for prov i matomradet
som oOverstiger rapporteringsgransen (se punkt 7.1.1 och 7.1.6).

7.1 Utvdrdering av forsoksrespons

7.1.1  Allminna krav

— Nar man berdknar koncentrationer utifrdn en kalibreringskurva fér TCDD kommer de ligsta och hogsta
koncentrationerna i kurvan att ha en hog variation (hog variationskoefficient). Matomradet 4r det omrade
ddr variationskoefficienten dr mindre dn 15 %. Den ldgsta koncentrationen i mitomrddet (rapporterings-
gransen) ska ligga 6ver metodens blankvirde med dtminstone en faktor pé tre. Den hdgsta koncentrationen i
mitomradet motsvaras vanligtvis av EC,-virdet (70 % av den maximalt effektiva koncentrationen), men den
ar lagre om variationskoefficienten Gverstiger 15 % i detta omrdde. Matomradet ska faststillas under valider-
ingen. Brytpunkterna (se punkt 7.3) ska med god marginal ligga inom mitomradet.

— Standardlésningar och provextrakt ska dtminstone analyseras som dubbelprov. Nir dubbelprov analyseras
ska en standardlosning eller ett kontrollextrakt som provas i 4-6 brunnar (férdelade over plattan) ge en
respons eller en koncentration (endast mojligt i mitomradet) som har en variationskoefficient mindre
an 15 %.

7.1.2  Kalibrering
7.1.2.1 Kalibrering med standardkurva

— Provhalter ska skattas genom att forsoksresponsen jimfors med en kalibreringskurva fér TCDD (eller
PCB 126 eller en standardblandning med PCDD/PCDF och dioxinlika PCB) utifrdn vilken BEQ-virdet kan
beriknas i extraktet och darefter i provet.

— Kalibreringskurvor ska bestd av 8-12 koncentrationer (dtminstone som dubbelprov) och ha tillrdckligt med
koncentrationer i den nedre delen av kurvan (mitomradet). Sarskild uppmiérksamhet ska dgnas kvaliteten pd
kurvpassningen i mitomrddet. Nir man ska bedoma anpassningsgraden vid icke-linjar regression ar
R2-virdet i sig inte viktigt. Man uppndr en bittre kurvpassning genom att minimera skillnaden mellan berak-
nade och observerade koncentrationer inom kurvans mitomréde, t.ex. genom att minimera residualkvadrat-
summan.

— Den skattade halten i provextraktet korrigeras direfter f6r BEQ-virdet hos ett blankprov for matrisen eller
16sningsmedlet (for att beakta fororeningar fran losningsmedel och andra kemikalier som anvints) och for
det skenbara utbytet (som berdknats fran BEQ-virdet for lampliga referensprov med representativa kongen-
monster kring griansvardet eller dtgardsgransen). Nar man korrigerar for ett utbyte ska det skenbara utbytet
ligga inom det intervall som krdvs (se punkt 7.1.4). Referensprov som anvinds for att korrigera utbytet ska
uppfylla de krav som anges i punkt 7.2.
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7.1.2.2 Kalibrering med referensprov

Man kan ocksd anvinda en kalibreringskurva som genererats frdn minst fyra referensprov (se punkt 7.2.4: ett
blankprov for matrisen och tre referensprov pa 0,5 ging, 1 gdng och 2 ginger gransvirdet eller dtgirdsgransen),
varigenom man inte behover korrigera for blank och utbyte. I detta fall fir den forsoksrespons som motsvarar
2/3 av grinsvirdet (se punkt 7.3) berdknas direkt fran dessa prov och anvindas som brytpunkt. For kontroll av
prov som Overskrider dtgdrdsgranserna skulle en limplig procentandel av dessa dtgirdsgranser limpa sig som
brytpunkt.

7.1.3  Separat bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB

Extrakt far delas upp i fraktioner som innehéller dels PCDD/PCDF, dels dioxinlika PCB, vilket gor att man kan
ange separata TEQ-virden for PCDD/PCDF och for dioxinlika PCB (uttryckta som BEQ). Foretrddesvis ska man
anvinda en kalibreringskurva for PCB 126-standard for att utvdrdera resultaten for den fraktion som innehaller
dioxinlika PCB.

7.1.4  Skenbart utbyte for bioassay

Det skenbara utbytet for bioassay ska berdknas utifrin limpliga referensprov med representativa kongenmonster
kring gransvirdet eller dtgirdsgransen och uttryckas som en procentandel av BEQ-virdet i jaimforelse med
TEQ-virdet. Beroende pd vilken typ av analysmetod och vilka TEF-vdrden (°)* som anvinds kan skillnaderna
mellan TEF- och REP-virdena for dioxinlika PCB ge upphov till liga skenbara utbyten for dioxinlika PCB i jamfo-
relse med for PCDD/PCDF. Om en separat bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB utfors ska darfor de
skenbara utbytena for bioassay ligga i intervallet 20-60 % for dioxinlika PCB och i intervallet 50-130 % for
PCDD/PCDF (intervallen giller for kalibreringskurvan for TCDD). Bidraget frdn dioxinlika PCB till summan av
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB kan variera mellan olika matriser och prov. Dessa variationer aterspeglas i de
skenbara utbytena for bioassay, vilka ska ligga i intervallet 30-130 % for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika
PCB. Om TEF-virdena for PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i EU-lagstiftningen skulle dndras visentligt, mdste
dessa intervall granskas.

7.1.5 Kontroll av utbytet efter upprening

Forlusten av foreningar under uppreningen ska kontrolleras under valideringen. Ett blankprov som spikats med
en blandning av olika kongener ska genomgd upprening (minst n = 3) och dérefter ska utbyte och variabilitet
kontrolleras med en konfirmeringsmetod. Utbytet ska ligga i intervallet 60-120 %, sirskilt f6r kongener som i
olika blandningar bidrar med mer dn 10 % till TEQ-vérdet.

7.1.6  Rapporteringsgrans

Vid rapportering av BEQ-virden ska en rapporteringsgrins bestimmas utifrdn relevanta matrisprov som omfat-
tar typiska kongenmonster. Daremot ska inte kalibreringskurvan f6r standarder anvindas eftersom precisionen
ir lag for den nedre delen av kurvan. Aven effekter frén extraktion och upprening ska beaktas. Rapporterings-
gransen ska ligga 6ver metodens blankvirde med dtminstone en faktor pa tre.

7.2 Anvindning av referensprov

7.2.1  Referensproven ska representera provmatriser, kongenmonster och koncentrationsintervall for PCDD/PCDF och
dioxinlika PCB kring gransvirdet eller dtgardsgrinsen.

7.2.2  Ett blankprov for matrisen, eller nir detta inte dr mojligt ett blankprov f6r metoden, och ett referensprov vid
gransvirdet eller dtgirdsgrinsen ska ingd i varje forsoksserie. Dessa prov ska extraheras och analyseras samtidigt
under identiska betingelser. Referensprovet ska ha en klart hogre respons dn blankprovet eftersom detta siker-
stiller metodens lamplighet. Dessa prov kan anvindas for att korrigera for blank och utbyte.

7.2.3  De referensprov som valts ut for att korrigera for utbyte ska vara representativa for alla proven, vilket innebar
att kongenmonstrena inte ska resultera i att halterna underskattas.

7.2.4  For kontroll av gransvirdet eller dtgardsgransen fir ytterligare referensprov pa exempelvis 0,5 géng och 2 ganger
gransvirdet eller atgirdsgrinsen tas med i syfte att pavisa analysens tillforlitlighet inom det givna intervallet.
Dessa prov far kombineras for att berdkna BEQ-vérdet i prov (se punkt 7.1.2.2).
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7.3 Bestimning av brytpunkter

Forhallandet mellan bioanalytiska resultat angivna som BEQ och resultat frin konfirmeringsmetoden angivna
som TEQ ska faststillas, till exempel genom matrisanpassade kalibreringsexperiment som omfattar referensprov
spikade med 0 géng, 0,5 ging, 1 gdng och 2 ganger grinsvirdet och 6 prov per halt (totalt n = 24). Korrektions-
faktorer (blank och utbyte) fir beriknas fran detta forhdllande, men de ska kontrolleras i enlighet med
punkt 7.2.2.

Brytpunkter ska faststillas for bedomning av om prov Gverensstimmer med grinsvirdena, eller vid behov for
kontroll av atgirdsgrinserna, med respektive grinsvirden eller atgirdsgrinser som faststillts for antingen PCDD|
F och dioxinlika PCB var for sig, eller for summan av PCDD/F och dioxinlika PCB. De representeras av den nedre
gransen for fordelningen av de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och utbyte) som motsvarar besluts-
gransen for konfirmeringsmetoden med en konfidensgrad pd 95 %, vilket innebir att andelen prov som felaktigt
bedémts vara overensstimmande dr mindre dn 5 % och RSD, dr mindre dn 25 %. Beslutsgransen for konfirmer-
ingsmetoden motsvaras av grinsvirdet, med beaktande av mitosakerheten.

Brytpunkten (uttryckt som BEQ) kan beraknas enligt ett av de sdtt som anges i punkt 7.3.1, 7.3.2 och 7.3.3 (se
figur 1).

7.3.1 Med anvindning av det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga prediktionsintervallet for beslutsgrinsen for
konfirmeringsmetoden och med formeln

brytpunkt = BE(QDL - Sy,x*ta,f:m* 2\/1/1’1 + I/m + (xi _E)Z/Qxx

dir

BEQ,, BEQ-virdet som motsvarar beslutsgransen for konfirmeringsmetoden, vilket ar grins-
virdet inklusive mitosakerhet

Sy residualstandardavvikelse

tofoma Students t-faktor (a = 5 %, f = frihetsgrader, ensidiga)

m totalt antal kalibreringspunkter (index j)

n antal prov per koncentration (repetitioner)

X; provkoncentration for kalibreringspunkt i analyserad med en konfirmeringsmetod
(uttryckt som TEQ)

X medelvirdet av koncentrationerna for alla kalibreringsprov (uttryckt som TEQ)

Qu = Zm:(xl- -x)° parametern kvadratsumma, i = index for kalibreringspunkt i.

=1

7.3.2  Berdknat utifrén de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och utbyte) fran flera analyser av prov (n > 6)
som fororenats med en halt som motsvarar beslutsgrinsen for konfirmeringsmetoden, vilken dr den nedre
gransen for fordelningen vid motsvarande medelvirde for BEQ, och med formeln

brytpunkt = BEQ,,, — 1,64 x SD,
dir

SD, standardavvikelse for resultat frin bioassay vid BEQ,, mitt under reproducerbara betingelser inom
laboratoriet.
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7.3.3

Beriknat som medelvirdet av de bioanalytiska resultaten (uttryckta som BEQ, korrigerade for blank och utbyte)
fran flera analyser av prov (n > 6) som fororenats med en halt som motsvarar 2/3 av gransvirdet eller dtgdrds-
gransen. Detta grundas pd att denna halt kommer att ligga omkring den brytpunkt som bestimts enligt
punkt 7.3.1 eller 7.3.2.

Figur 1
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Figur 1: Tillvigagdngssitt for berdkning av brytpunkter som bygger pd en 95-procentig konfidensgrad vilket
innebir att andelen prov som felaktigt bedomts vara overensstimmande dr mindre 4n 5 % och RSD, dr mindre
an 25 %.

1. Utifran det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga prediktionsintervallet for beslutsgriansen for konfirmer-
ingsmetoden.

2. Utifrén flera analyser av prov (n > 6) som fororenats med en halt som motsvarar beslutsgrinsen for konfir-
meringsmetoden, vilket 4r den nedre grinsen for fordelningen (en klockformad kurva i figuren) vid motsva-
rande medelvirde for BEQ.

Begrinsningar for brytpunkter

De BEQ-baserade brytpunkter som berdknats utifrin den RSD, som faststillts under valideringen med hjilp av
ett begrinsat antal prov med olika matriser eller kongenmonster kan vara hogre dn grinsvirden eller dtgérds-
grinser som baserats pd TEQ-vdrden, eftersom en bittre precision kan uppnés vid validering 4n vid rutinanalyser
dé ett oként spektrum av mojliga kongenménster méste kontrolleras. I sddana fall ska brytpunkterna berdknas
utifrn en RSD, som motsvarar 25 % eller helst 2/3 av grinsvirdet eller dtgirdsgransen.

Prestanda

Eftersom inga interna standarder kan anvindas i bioanalytiska metoder ska forsok som kontrollerar repeterbar-
heten hos dessa metoder utforas i syfte att bedoma standardavvikelsen inom en forsoksserie och mellan f6rsoks-
serier. Repeterbarheten ska vara under 20 % och reproducerbarheten inom laboratoriet under 25 %. Detta ska
grundas pd de berdknade halterna uttryckta som BEQ efter korrigering for blank och utbyte.

Under valideringsforfarandet ska forsoket visa att metoden kan skilja mellan ett blankprov och ett prov med en
halt som motsvarar brytpunkten, si att prov som ligger 6ver den relevanta brytpunkten kan identifieras (se
punkt 7.1.2).

Milféreningar, méjliga interferenser och héogsta godtagbara virden for blankprov ska definieras.
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7.4.4  Vid analys av ett provextrakt (n = 3) ska standardavvikelsen inte Gverstiga 15 % for en respons eller en koncen-
tration som beriknats utifran responsen (endast mojligt i mitomradet).

7.4.5 De okorrigerade resultaten frin referensprov uttryckta som BEQ (blank och vid grinsvirdet eller dtgirdsgrinsen)
ska anvindas vid utvirderingen av den bioanalytiska metodens prestanda under en konstant tidsperiod.

7.4.6  Kontrollkort for metodens blankprov och for varje typ av referensprov ska framstillas och kontrolleras for att
sikerstilla att den analytiska prestandan uppfyller kraven, sirskilt for metodens blankprov nir det giller kravet
pa minsta skillnad till de liagsta koncentrationerna i mitomradet och for referensprov nir det giller reproducer-
barheten inom laboratoriet. Metodens blankprov ska kontrolleras sa att man ndr blankprovet dras av frin prov-
resultatet inte fir resultat som felaktigt bedoms vara Gverensstimmande.

7.4.7  Resultaten fran analyserna med konfirmeringsmetoderna av misstinkta prov och av 2-10 % av de 6verensstim-
mande proven (minst 20 prov per matris) ska samlas in och anvindas for att utvdrdera screeningmetodens
prestanda och forhallandet mellan BEQ- och TEQ-virdena. Dessa data kan anvindas for omprovning av de bryt-
punkter som tillimpas pd rutinprov for validerade matriser.

7.4.8  Att en metod har en bra prestanda kan ocksd styrkas genom deltagande i ringtest. Om ett laboratorium kan
styrka ett framgédngsrikt deltagande far resultat frdn prov som analyserats i ringtest och som técker ett koncen-
trationsintervall upp till exempelvis tvd gdnger gransvirdet tas med i utvirderingen av andelen prov som felak-

tigt bedomts vara Gverensstimmande. Proven ska ticka de vanligaste kongenménstren och komma frén olika
kllor.

7.4.9  Vid incidenter far brytpunkter omprovas for att dterspegla den specifika matrisen och kongenmoénstret for denna
enda incident.

8. Rapportering av resultat

8.1 Konfirmeringsmetoder

8.1.1 Om den anvinda analysmetoden medger det ska analysresultaten innehdlla halterna av de enskilda PCDD/PCDF-
och dioxinlika PCB-kongenerna angivna som lagre koncentrationer, 6vre koncentrationer och mellanvirden.
Rapporteringen av resultat ska pd sd sitt ge maximalt med information och dirigenom gora det mojligt att tolka
resultaten utifrdn sirskilda krav.

8.1.2 Rapporten ska ange den metod som anvints vid extraktionen av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

8.1.3 Utbytet for de enskilda interna standarderna ska redovisas om det ligger utanfor det intervall som anges i
punkt 6.2.5 eller ndr gransvirdet overskrids (i s fall ska utbytet for ett av de tvd dubbelproven anges). I dvriga
fall ska det redovisas pé begiran.

8.1.4  Eftersom mitosikerheten ska beaktas vid bedomning av om ett prov dr dverensstimmande ska denna parameter
anges. Analysresultatet ska rapporteras som x +/— U, dir x dr analysresultatet och U den utvidgade matosiker-
heten berdknad med en tickningsfaktor pd 2, vilket ger en konfidensgrad pé cirka 95 %. Om det har gjorts en
separat bestimning av PCDD/PCDF och av dioxinlika PCB ska summan av den skattade utvidgade mitosiker-
heten for de enskilda analysresultaten anvidndas nir man anger summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

8.1.5 Om mitosikerheten har beaktats genom att beslutsgransen (CCa) har faststillts (se punkt 2.2 i del B kapitel I)
ska denna parameter anges.

8.1.6  Resultaten ska anges i ssamma enheter och med minst samma antal signifikanta siffror som anvinds for att ange
gransvarden i direktiv 2002/32/EG.

8.2 Bioanalytiska screeningmetoder
8.2.1 Resultaten fran screeningen ska anges som overensstimmande eller som misstinkt icke-6verensstimmande.

8.2.2  Dessutom far ett resultat for PCDD/PCDF och/eller dioxinlika PCB, uttryckt som BEQ och inte som TEQ, anges.

8.2.3  Prov vars respons ligger under rapporteringsgrinsen ska benimnas "under rapporteringsgransen’.
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8.2.4 For varje typ av provmatris ska rapporten innehdlla uppgifter om det grinsvirde eller den &tgirdsgrins som
utvirderingen baseras pd.
8.2.5 Rapporten ska innehélla uppgifter om typ av forsok som har gjorts, den grundliggande principen for forsoket
och typ av kalibrering.
8.2.6  Rapporten ska ange den metod som anvints vid extraktionen av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.
8.2.7  For prov som misstinks vara icke-Gverensstimmande ska rapporten innehélla information om de tgarder som

ska vidtas. Koncentrationen av PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proven med
forhojda halter ska bestimmas|bekriftas med en konfirmeringsmetod.

KAPITEL III

Provberedning och krav pd analysmetoder for offentlig kontroll av halten av icke-dioxinlika PCB (PCB 28, 52, 101,

3.1

3.2

3.3

138, 153, 180)

Tillimpningsomrade

Kraven i detta kapitel ska tillimpas nir foder analyseras for offentlig kontroll av halterna av icke-dioxinlika polyklo-
rerade bifenyler (nedan kallade icke-dioxinlika PCB) och for andra lagstadgade dndamal.

Detektionsmetoder som ska anvindas

Gaskromatografi i kombination med elektroninfingningsdetektion (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS
eller likvirdiga metoder.

Identifiering och konfirmering av givna analyter

Relativ retentionstid i férhéllande till interna standarder eller referensstandarder (godtagbar avvikelse +/-0,25 %).

Gaskromatografisk separation av alla sex indikator-PCB (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 och
PCB 180) frdn storande dmnen, sérskilt andra PCB som elueras samtidigt, i synnerhet om provhalterna ligger i niva
med lagstadgade gransvirden och det ska konfirmeras att proverna ar icke-overensstimmande.

[Kongener som ofta elueras samtidigt dr t.ex. PCB 28/31, PCB 52/69 och PCB 138/163/164. Nar det giller GC-MS ska
aven eventuella interferenser frdn fragment av mer hogklorerade kongener beaktas.]

Krav pd GC-MS-metoder

Overvakning av 4tminstone

a) tvd specifika joner for HRMS,

b) tvd specifika joner med m/z > 200 eller tre specifika joner med m/z > 100 f6r LRMS,

¢) en moderjon och tvé dotterjoner fér MS/MS.

Hogsta tilldtna toleranser for kvoten for forekomsten av utvalda massfragment:

Relativ avvikelse mellan kvoten for férekomsten av utvalda massfragment frén den teoretiska forekomsten eller
kalibreringsstandarden for méljon (den vanligast férekommande jonen som overvakats) och konfirmeringsjon(er).

Konfirmeringsjonens (-jonernas) relativa intensitet jamfort GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS®
med maljonens (relativ avvikelse) (relativ avvikelse)
>50 % +10% +20%
>20 % till 50 % +15% £25%
> 10 % till 20 % +20% £30%
<10 % +50 % (1) + 50 % ()

(") Eftersom det finns ett tillrickligt antal massfragment med relativ intensitet storre 4n 10 % bor man inte anvanda konfirmer-
ingsjon(er) med en relativ intensitet mindre dn 10 % jimfort med méljonens.
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3.4

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

Krav pd GC-ECD-metoder

Resultat som Gverskrider gransvirdet ska konfirmeras med hjilp av tvd GC-kolonner som har stationira faser med
olika polaritet.

Bevis for metodens prestanda

Metodens prestanda ska valideras i intervallet for gransvirdet (0,5-2 gdnger gransvirdet) med en godtagbar varia-
tionskoefficient for upprepade analyser (se krav pd intermediirt precisionsmdtt i punkt 9).

Kvantifieringsgrins

Blankprovets virden ska vara hogst 30 % av den fororeningshalt som motsvarar gransvirdet (*)*.

Kvalitetskontroll

Laboratorierna ska regelbundet kontrollera blankprov, analysera spikade prov och prov for kvalitetskontroll samt
medverka i kollaborativa studier med relevanta matriser.

Kontroll av utbytet

Lampliga interna standarder med fysikalisk-kemiska egenskaper som ir jamforbara med de givna analyternas ska
anvindas.

Tillsats av intern standard:
Ska tillsdttas produkter fore extraktion och upprening.

Krav pd metoder som anvinder alla sex isotopmirkta indikator-PCB-kongener:
a) Resultaten ska korrigeras for de interna standardernas utbyten.
b) Utbytet for isotopmirkta interna standarder ska ligga i intervallet 50-120 %.

¢) Ett lagre eller hogre utbyte for enskilda kongener vars bidrag till summan av de sex indikator-PCB 4r mindre 4n
10 % dr godtagbart.

Krav pd metoder som inte anvinder alla sex isotopmairkta interna standarder eller anvinder andra interna stan-
darder:

a) Utbytet for interna standarder ska kontrolleras for varje prov.
b) Utbytet for interna standarder ska ligga i intervallet 60-120 %.
¢) Resultaten ska korrigeras for utbytet for interna standarder.

Utbytet for omirkta kongener ska kontrolleras genom spikade prov eller prov for kvalitetskontroll vilka har
koncentrationer i intervallet for grinsvirdet. Godtagbara utbyten for dessa kongener ska ligga i intervallet
70-120 %.

Krav pi laboratorier
I enlighet med férordning (EG) nr 882/2004 ska laboratorierna ackrediteras av ett godkint ackrediteringsorgan

som verkar enligt ISO Guide 58 for att sikerstalla att de tillimpar ett system for kvalitetssakring av analysverksam-
heten. Laboratorierna ska ackrediteras enligt standarden EN ISOJIEC 17025.

Prestanda: kriterier for summan av de sex indikator-PCB vid grinsvirdet

Riktighet -30 till +30 %

Intermedidrt precisionsmatt (RSD %) <20 %

Skillnaden mellan berikningen av 6vre och lagre koncentration <20 %
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10.
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Rapportering av resultat

Om den anvdnda analysmetoden medger det ska analysresultaten innehélla halterna av de enskilda PCB-konge-
nerna angivna som ldgre koncentrationer, ovre koncentrationer och mellanvirden. Rapporteringen av resultat ska
pa sd sitt ge maximalt med information och dirigenom gora det mojligt att tolka resultaten utifrdn sirskilda krav.

Rapporten ska ange den metod som anvints vid extraktionen av PCB och lipider.

Utbytet av de enskilda interna standarderna ska redovisas om det ligger utanfor det intervall som anges i punkt 7
eller ndr griansvirdet overskrids. I ovriga fall ska det redovisas pa begéran.

Eftersom matosdkerheten ska beaktas vid bedémning av om ett prov dr éverensstimmande ska ocksd denna para-
meter anges. Analysresultatet ska rapporteras som x +/— U, ddr x dr analysresultatet och U den utvidgade matosa-
kerheten beriknad med en tickningsfaktor pa 2, vilket ger en konfidensgrad pd cirka 95 %.

Om mitosdkerheten har beaktats genom att beslutsgransen (CCa) har faststillts (se punkt 2.1 i kapitel I) ska denna
parameter anges.

Resultaten ska anges i samma enheter och med minst samma antal signifikanta siffror som anvinds for att ange
gransvirden i direktiv 2002/32/[EG.

(")* Tabell over TEF-virden (toxiska ekvivalensfaktorer) for dioxiner, furaner och dioxinlika PCB.

Virldshalsoorganisationens toxicitetsekvivalensfaktorer (WHO-TEF) for bedomningen av risker fér manniskor
pd grundval av slutsatserna frdin WHO:s expertmote inom det internationella programmet for kemikaliesd-
kerhet (IPCS) i Geneve i juni 2005 (Martin van den Berg et al, "The 2005 World Health Organization Re-
evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds’,
Toxicological Sciences, 2006, 93(2), s. 223-241).

L 188/17

Kongen TEF-virde Kongen TEF-virde
Dibenso-p-dioxiner (P(f,‘ggfs)‘”h dibenso-p-furaner Dioxinlika PCB: non-orto PCB + mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 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 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003
Mono-orto PCB

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Forkortningar: 'T" = tetra, 'Pe’ = penta, 'Hx' = hexa, 'Hp’ = hepta, 'O’ =
'CDF = klordibensofuran, 'CB’ = klorbifenyl.

okta, 'CDD’ = klordibensodioxin,
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(* Kommissionens beslut 2002/657[EG av den 14 augusti 2002 om genomforande av rdets direktiv 96/23/EG
avseende analysmetoder och tolkning av resultat (EGT L 221, 17.8.2002, s. 8).

(*)* Begreppet ovre koncentration kriver att man anvander kvantifieringsgransen for bidraget frn varje icke-kvan-
tifierad kongen. Begreppet ldgre koncentration kriver att man anvinder noll for bidraget frén varje icke-kvanti-
fierad kongen. Begreppet mellanvarde kraver att man anvinder halva kvantifieringsgrinsen vid berakning av
bidraget fran varje icke-kvantifierad kongen.

(*)* I allmanhet giller de krav pd analys av dubbelprov som anges i kapitel C punkt 3 i bilaga II. For konfirmering-
smetoder med 13C-mirkt intern standard for de relevanta analyterna behévs dock analys av dubbelprov endast
om resultatet frdn den forsta bestimningen med sddana konfirmeringsmetoder inte dr Overensstimmande.
Analys av dubbelprov behovs for att utesluta mojligheten av intern korskontamination eller oavsiktlig
hopblandning av prov. Nar analysen utfors till foljd av en fororeningsincident behover resultatet inte konfir-
meras genom analys av ett dubbelprov om de prov som valts ut for analys kan spéras till féroreningsinci-
denten och den uppmitta halten ar betydligt 6ver gransvirdet.

(*)* Begreppet ovre koncentration kraver att man anvander kvantifieringsgransen for bidraget fran varje icke-kvan-
tifierad kongen till TEQ-vardet (toxicitetsekvivalenter). Begreppet lagre koncentration krédver att man anvinder
noll for bidraget frén varje icke-kvantifierad kongen till TEQ-virdet. Begreppet mellanvirde kriver att man
anviander halva kvantifieringsgransen vid berdkning av bidraget frdn varje icke-kvantifierad kongen till
TEQ-virdet.

©)* 1 al?méinhet giller de krav pd analys av dubbelprov som anges i kapitel C punkt 3 i bilaga II. For konfirmering-
smetoder med 13C-mirkt intern standard for de relevanta analyterna behovs dock analys av dubbelprov endast
om resultatet frén den forsta bestimningen med sidana konfirmeringsmetoder inte dr Gverensstimmande.
Analys av dubbelprov behovs for att utesluta mojligheten av intern korskontamination eller oavsiktlig
hopblandning av prov. Nir analysen utfors till foljd av en fororeningsincident behover resultatet inte konfir-
meras genom analys av ett dubbelprov om de prov som valts ut f6r analys kan spéras till fororeningsinci-
denten och den uppmiitta halten dr betydligt 6ver gransvirdet.

()* Samma forklaring och krav avseende analys av dubbelprov giller for kontroll av atgardsgrinser som for grans-
vérden i fotnot (5)*. )

(®)* Bioanalytiska metoder 4r inte specifika for de kongener som ingdr i TEF-systemet. Aven andra strukturellt
beslaktade foreningar som aktiverar Ah-receptorn kan forekomma i provextraktet och darigenom bidra till den
totala responsen. Bioanalytiska resultat kan ddrfor inte vara en uppskattning av, utan snarare en indikation pa
TEQ-virdet i provet.

(°)* Nuvarande krav dr grundade pd de TEF-virden som offentliggjorts i Martin Van den Berg m.fl., Toxicological
Sciences, 2006, 93(2), s. 223-241.

("9)* Reagensblankprovet bor lamna ett sa litet bidrag som mojligt till halten av en fororening i ett prov. Det dr

laboratoriets skyldighet att kontrollera hur halterna i blankproven varierar, i synnerhet om blankproven dras
av frdn proven.”
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