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KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 51/2013

av den 16 januari 2013

om indring av forordning (EG) nr 152/2009 vad giller analysmetoder for bestimning av
bestindsdelar av animaliskt ursprung fér offentlig kontroll av foder

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA
FORORDNING

med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions-
sétt,

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

av foljande skal:
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Enligt artikel 7.1 i Europaparlamentets och radets forord-
ning (EG) nr 999/2001 av den 22 maj 2001 om fast-
stillande av bestimmelser for forebyggande, kontroll och
utrotning av vissa typer av transmissibel spongiform en-
cefalopati (%) ar det forbjudet att utfodra idisslare med
protein som hérror fran djur. Forbudet har utvidgats till
andra djur dn idisslare och, nir det giller utfodringen av
dessa djur med produkter av animaliskt ursprung, be-
gransats i enlighet med bilaga IV till den forordningen.

Enligt artikel 11.1 i Europaparlamentets och radets for-
ordning (EG) nr 1069/2009 av den 21 oktober 2009 om
halsobestimmelser for animaliska biprodukter och darav
framstdllda produkter som inte dr avsedda att anvindas
som livsmedel och om upphévande av forordning (EG)
nr 17742002 () ar det forbjudet att utfodra djur av
nagon viss landlevande djurart, med undantag av pils-
djur, med bearbetat animaliskt protein fran djurkroppar
eller delar av djurkroppar av samma djurart samt att
utfodra odlad fisk med bearbetat animaliskt protein
fran djurkroppar eller delar av djurkroppar av odlad
fisk av samma art.

I kommissionens férordning (EG) nr 152/2009 av den
27 januari 2009 om provtagnings- och analysmetoder
for offentlig kontroll av foder (%) faststills i bilaga VI
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analysmetoder for bestimning av bestdndsdelar av ani-
maliskt ursprung for offentlig kontroll av foder. For nar-
varande dr den enda validerade metoden for att pdvisa
forekomsten av animaliska proteiner i foder en mikro-
skopisk metod som kan skilja mellan bestindsdelar av
landdjur och bestdndsdelar av fisk, men som inte med
tillracklig noggrannhet kan kvantifiera miangden anima-
liska bestdndsdelar i foder. Den metoden bor darfor inte
anvindas for detta andamal.

En ny metod for pévisande av animaliska bestandsdelar
baserad pd polymeraskedjereaktion (PCR) har validerats
av EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i
foder. En genomforandestudie som anordnades med de
nationella referenslaboratorierna i medlemsstaterna visar
att den nya metoden 4r tillrackligt robust for att anvin-
das som en offentlig kontrollmetod i unionen. Denna
nya metod kan pévisa forekomsten av animaliska be-
stdndsdelar i foder och dven identifiera fran vilken art
bestdndsdelarna harror. Det skulle vara mycket vardefullt
att kunna anvinda denna nya metod i kombination med
eller som ersittning for den mikroskopiska metoden,
beroende pd omstindigheterna, vid kontroll av att de
utfodringsforbud som faststills i férordningarna (EG) nr
999/2001 och (EG) nr 1069/2009 tillimpas korrekt.

Bilaga VI till forordning (EG) nr 152/2009 bor dirfor
ersittas i enlighet med detta.

De étgirder som foreskrivs i denna forordning dr for-
enliga med yttrandet frén stindiga kommittén for livs-
medelskedjan och djurhilsa, och varken Europaparlamen-
tet eller rddet har motsatt sig dem.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilaga VI till forordning (EG) nr 152/2009 ska ersittas med

texten i bilagan till den hir forordningen.
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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.

Utfirdad i Bryssel den 16 januari 2013.

P4 kommissionens vagnar
José Manuel BARROSO
Ordférande
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BILAGA

"BILAGA VI

ANALYSMETODER FOR BESTAMNING AV BESTANDSDELAR AV ANIMALISKT URSPRUNG FOR

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

21213

2.1.2.1.3.1
2.1.2.1.3.2
2.1.2.1.33

2.1.2.1.4
2.1.2.1.4.1

OFFENTLIG KONTROLL AV FODER

SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Bestimningen av bestdndsdelar av animaliskt ursprung i foder ska utforas med ljusmikroskopi eller poly-
meraskedjereaktion (PCR) i enlighet med bestimmelserna i denna bilaga.

Med hjilp av dessa tvd metoder dr det mojligt att pavisa forekomsten av bestdndsdelar av animaliskt
ursprung i foderrdvaror och foderblandningar. Diremot gir det inte att med dessa metoder berdkna
mingden av dessa bestandsdelar i foderrdvaror och foderblandningar. Bida metoderna har en detektions-
grans under 0,1 % (w/w).

Med PCR ir det mojligt att identifiera den taxonomiska gruppen for de bestdndsdelar av animaliskt
ursprung som finns i foderravaror och foderblandningar.

Dessa metoder ska anvindas vid kontroll av att de forbud som faststills i artikel 7.1 och bilaga IV till
forordning (EG) nr 999/2001 och i artikel 11.1 i férordning (EG) nr 1069/2009 tillimpas.

Beroende pa vilken typ av foder som testas kan dessa metoder anvandas inom ett enda protokoll, antingen
ensamma eller i kombination, i enlighet med de standardrutiner (SOP) som faststills av EU:s referens-
laboratorium for animaliska proteiner i foder och som offentliggors p& dess webbplats (?).

METODER
Ljusmikroskopi
Princip

De bestdndsdelar av animaliskt ursprung som kan forekomma i de foderrdvaror och foderblandningar som
sinds for analys identifieras pd grundval av typiska egenskaper som kan urskiljas med mikroskop (t.ex.
muskelfibrer och andra kottpartiklar, brosk, ben, horn, hér, borst, blod, fjadrar, dggskal, fiskben och fisk-
fiall).

Reagens och utrustning
Reagens
Koncentreringsmedel

Tetrakloreten (densitet 1,62).

Fargreagens

Alizarinlosning (spad 2,5 ml 1 M saltsyra med 100 ml vatten och tillsitt 200 mg alizarin till denna 16s-
ning).

Monteringsmedium
Lut (NaOH 2,5 % w|v eller KOH 2,5 % w/v).
Glycerol (outspddd, viskositet: 1 490 cP).

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositet: 1 200 cP) eller ett harts med motsvarande egenskaper for
preparering av permanent fixerade preparat pad objektglas.

Monteringsmedium med firgande egenskaper

Lugols 1osning (16s 2 g kaliumjodid i 100 ml vatten och tillsitt 1 g jod under regelbunden omskakning).

(") Se http:/[eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.4.2
2.1.2.1.43

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
2.1.2.21

2.1.2.2.2
2.1.2.23

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

213
2.1.3.1

Cystinreagens (2 g blyacetat, 10 g NaOH/100 ml vatten).

Fehlings losning (fore anvindning blandas lika delar (1:1) av stamlosningarna A och B. Losning A: 16s 6,9 g
koppar(l)sulfatpentahydrat i 100 ml vatten. Losning B: 16s 34,6 g kaliumnatriumtartrattetrahydrat och 12 g
NaOH i 100 ml vatten).

Tetrametylbensidin/viteperoxid (16s 1 g 3,3,5,5-tetrametylbensidin (TMB) i 100 ml isittika och 150 ml
vatten. Fore anvindning blandas 4 delar TMB-losning med 1 del 3 % viteperoxid).

Skoljmedel

Etanol > 96 % (teknisk kvalitet).

Aceton (teknisk kvalitet).

Blekmedel

I handeln férekommande natriumhypokloritlosning (9-14 % aktivt klor).
Utrustning

Analysvdg med en noggrannhet av 0,001 g.

Utrustning for malning: kvarn eller mortel.

Siktar med kvadratiska maskor med en maskvidd pd 0,25 mm och 1 mm.

Konisk separertratt i glas med en volym pa 250 ml och med en avstingningsventil i teflon eller slipat glas
placerad i botten av tratten. Diametern pa avstingningsventilen ska vara minst 4 mm. Alternativt fir en
sedimentbigare med konisk botten anvindas, forutsatt att laboratoriet har visat att detektionsgransen ar
likvirdig med den som uppnds med den koniska separertratten i glas.

Separertratt

/“

250 ml

4mm diameter

Stereomikroskop med en forstoringsgrad pd minst 6,5 till 40x.

Ljusfaltsmikroskop med en férstoringsgrad p4 minst 100x till 400x. Aven polariserad ljusmikroskopi och
interferenskontrastmikroskopi far anvindas.

Laboratorieglas av standardtyp.

Utrustning for preparering av objektglas: vanliga objektglas, objektglas med en fordjupning, tickglas
(20 x 20 mm), pincett och liten spatel.

Provtagning och provberedning

Provtagning

Ett representativt prov som tagits i enlighet med bestimmelserna i bilaga I ska anvindas.
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2.1.3.2 Forsiktighetsdtgdrder

For att undvika korskontaminering i laboratoriet ska all utrustning som anvinds flera génger rengoras
noggrant fore anvandning. Separertrattar ska tas isr fore rengoring. Separertrattar och glasvaror ska forst
diskas for hand och sedan i diskmaskin. Siktar ska rengéras med en borste med styva syntetiska har. Efter
siktningen av fett material sdsom fiskmjol rekommenderas en avslutande rengoring av sikten med aceton
och tryckluft.

2.1.3.3 Beredning av andra prov 4n fett eller olja

2.1.3.3.1 Torkning av prov: Prov med en vattenhalt 6ver 14 % ska torkas fore beredning.

2.1.3.3.2 Siktning av prov fore beredning: Det rekommenderas att pelleterat foder och palmkarnor siktas genom
1 mm maskor fore beredning och att de tvd fraktionerna direfter bereds och analyseras som separata prov.

2.1.3.3.3 Analysprov_och malning: Minst 50 g av provet ska delas upp i analysprov och direfter malas.

2.1.3.3.4 Extraktion och beredning av sediment: En portion pd 10 g (med en noggrannhet av 0,01 g) av det malda
analysprovet fors 6ver i en separertratt eller en sedimentbagare med konisk botten och 50 ml tetrakloreten
tillsdtts. Nér det géller fiskmjol eller andra rena animaliska produkter, mineralimnen eller forblandningar
som bildar mer dn 10 % sediment ska hogst 3 g prov foras 6ver i tratten. Blandningen skakas kraftigt i
minst 30 sekunder och ytterligare minst 50 ml tetrakloreten tillsitts forsiktigt under det att insidan av
tratten skoljs for att avligsna eventuella vidhiftande partiklar. Den erhdllna blandningen ska std i minst fem
minuter innan sedimentet avskiljs genom att avstingningsventilen dppnas.

Om en sedimentbigare med konisk botten anvinds ska blandningen omroras kraftigt i minst 15 sekunder
och eventuella vidhiftande partiklar pd bagarens sidor skéljs noggrant ner med minst 10 ml ren tetraklo-
reten. Blandningen ska std i tre minuter och direfter dterigen omroras i 15 sekunder och eventuella
vidhiftande partiklar pa bigarens sidor skoljs noggrant ner med minst 10 ml ren tetrakloreten. Den
erhdllna blandningen ska std i minst fem minuter och sedan avligsnas den flytande fraktionen genom
noggrann dekantering sd att inget sediment forsvinner.

Sedimentet torkas och vigs (med en noggrannhet av 0,001 g). Om mer dn 5 % av sedimentet bestdr av
partiklar storre 4n 0,50 mm ska det siktas genom 0,25 mm maskor och béda fraktionerna ska undersokas.

2.1.3.3.5 Extraktion och beredning av flotat: Efter att sedimentet tagits fram enligt metoden ovan bor det finnas tvd
faser i separertratten: en vitskefas som bestdr av tetrakloreten och en fast fas som bestdr av flytande
material. Den fasta fasen dr flotatet och det erhdlls genom att avstingningsventilen 6ppnas och all tetrak-
loreten hills bort. Separertratten vinds upp och ner och flotatet dverfors till en stor petriskdl och lufttorkas
direfter i ett dragskdp. Om mer dn 5 % av flotatet bestdr av partiklar storre dan 0,50 mm ska det siktas
genom 0,25 mm maskor och bdda fraktionerna ska undersokas.

2.1.3.3.6 Beredning av rdvara: Minst 5 g av det malda analysprovet ska beredas. Om mer 4n 5 % av provet bestdr av
partiklar storre dn 0,50 mm ska det siktas genom 0,25 mm maskor och béda fraktionerna ska undersokas.

2.1.3.4 Beredning av prov bestdende av fett eller olja

Foljande protokoll ska anvindas vid beredning av prov bestiende av fett eller olja:

— Om fettet dr fast virms det i en ugn tills det blir flytande.

— Med pipett 6verfors 40 ml av fettet fran botten av provet till ett centrifugror.

— Centrifugera i tio minuter vid 4 000 varv per minut.

— Om fettet 4r fast efter centrifugeringen virms det i en ugn tills det blir flytande.

— Upprepa centrifugeringen i fem minuter vid 4 000 varv per minut.
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2.1.3.5

2.1.4
2.1.4.1

2.1.4.2

— Med en liten sked eller spatel placeras hilften av de dekanterade fororeningarna pa objektglas for
mikroskopisk undersokning. Glycerol rekommenderas som moteringsmedium.

— De éterstdende fororeningarna anvands for beredning av sedimentet enligt punkt 2.1.3.3.

Anvindning av firgreagens

For att lattare kunna identifiera bestdndsdelar av animaliskt ursprung fir firgreagens anvindas vid prov-
beredningen i enlighet med de riktlinjer som utfirdas av EU:s referenslaboratorium f6r animaliska proteiner
i foder och som offentliggors pé dess webbplats.

Om alizarinlosning anvinds for att firga sedimentet ska foljande protokoll anvindas:

— Det torkade sedimentet overfors till ett provror i glas och skoljs tvd gdnger med ca 5 ml etanol (varje
gdng vortexas provet i 30 sekunder, losningen far sta i ca 1% minut och darefter hills losningsmedlet
bort).

— Sedimentet bleks genom att minst 1 ml natriumhypokloritlosning tillsdtts. Reaktionen far fortsitta i tio
minuter. Provroret fylls med vatten, sedimentet far std i 2-3 minuter och direfter hills vattnet och de
suspenderade partiklarna forsiktigt bort.

— Sedimentet skoljs ytterligare tva gdnger med ca 10 ml vatten (varje gdng vortexas provet i 30 sekunder,
losningen far std och dérefter hills vattnet bort).

— Till sedimentet tillsatts 2-10 droppar alizarinlosning och blandningen vortexas. Reaktionen far paga i
30 sekunder och det infirgade sedimentet skoljs tvd ganger med ca 5 ml etanol och sedan en gdng med
aceton (varje gdng vortexas provet i 30 sekunder, losningen fir std i ca en minut och darefter halls
16sningsmedlet bort).

— Det infirgade sedimentet torkas.

Undersokning i mikroskop
Preparering av objektglas

Objektglasen ska prepareras med sediment och antingen med flotat eller med révara, enligt laborantens eget
val. Om provet har siktats vid provberedningen ska bada fraktionerna (den fina och den grova) prepareras.
De prov frén fraktionerna som fordelas pd objektglasen ska vara representativa for hela fraktionen.

Ett tillrdckligt antal objektglas ska prepareras si att hela det undersokningsprotokoll som anges i punkt
2.1.4.2 kan utforas.

Objektglasen ska monteras med ett lampligt monteringsmedium i enlighet med de standardrutiner som
faststills av EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i foder och som offentliggors pd dess
webbplats. Objektglasen ska tickas med tickglas.

Undersokningsprotokoll for att pavisa animaliska partiklar i foderblandningar och foderravaror

De preparerade objektglasen ska undersokas i mikroskop i enlighet med undersokningsprotokollet i di-
agram 1 for foderblandningar och andra foderrdvaror 4n rent fiskmjol, eller med undersokningsprotokollet
i diagram 2 for rent fiskmjol.

Den mikroskopiska undersokningen ska utforas pd sediment och antingen pa flotat eller pd révara, enligt
laborantens eget val. For de grova fraktionerna fir utover det vanliga mikroskopet dven stereomikroskop
anvindas. Varje objektglas ska undersokas i sin helhet vid olika forstoringsgrader.

Det minsta antalet objektglas som ska undersokas i varje steg av undersokningsprotokollet ska foljas strikt,
forutom om mangden fraktionsmaterial inte gor det majligt att uppnd det foreskrivna antalet objektglas.
Hogst sex objektglas per bestimning ska undersokas.

For att underldtta identifieringen av partiklarnas typ och ursprung far hjdlpmedel anvindas sdsom besluts-
stodssystem, bildbibliotek och referensprov.
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Diagram 1

Undersékningsprotokoll for att pdvisa animaliska partiklar i foderblandningar och andra foderrivaror in

fiskmjol

JA [/ Malning av prov garanterar att '\ NEJ

3 objektglas fran sediment
+
1 objektglas fran flotat eller ravara

>5 animaliska JA
partiklar av samma typ

pavisade?

1 objektglas fran sediment

> 5 animaliska
partiklar av samma
typ pavisade?

1 objektglas fran flatat
eller ravara

animaliska partiklar
pavisade?

Siktning genom
0,25 mm maskor

g% av partiklarna ar < 0,50 mm

upprepa analysen

rapportera provet
enligt punkt 2.1.4.3

enligt punkt 2.1.5.3 for
FISK

Antal partiklar
fran fisk

typ av animaliska
partiklar

LANDDJUR

Antal partiklar fran
landdjur

rapportera provet enligt punkt upprepa analysen enligt

punkt 2.1.4.3

2.1.5.3 for LANDDJUR

rapportera provet

3 objektglas fran < 0,25 mm sediment

+
1 objektglas < 0,25 mm flotat eller ravarar

> 5 animaliska par-
tiklar av samma typ
pavisade ?

1 objektglas fran > 0,25 mm
sediment

5 animaliska partiklar
av samma typ
pavisade ?

1 objektglas fran
> 0,25 mm flotat eller ravara

animaliska partiklar
pavisade ?

enligt punkt 2.1.5.1
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Diagram 2

JA ﬁaining garanterar att 95 % av NEJ

3 objektglas fran sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

2 objektglas fran sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

1 objektglas fran flotat
eller ravara

partiklar fran
landdjur pavisade?

K partiklarna ar < 0,50 mm

rapportera provet enligt
punkt 2.1.5.3 fér LANDDJUR

Antal partiklar fran landdjur?

Undersékningsprotokoll for att pdvisa animaliska partiklar i fiskmjol

Siktning genom
0,25 mm maskor

3 objektglas fran < 0,25 mm
sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

2 objektglas fran > 0,25 mm
sediment

JA

> 5 partiklar fran

upprepa analysen enligt
punkt 2.1.4.3

rapportera provet enligt

landdjur pavisade?

1 objektglas fran < 0,25 mm
flotat eller ravara

partiklar fran
landdjur pavisade ?

punkt 2.1.5.1 for LANDDJUR
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2.1.43

2.1.5.1

2.1.5.2

2.1.53

Antal bestimningar

Om man efter en forsta bestdimning, som utforts i enlighet med det relevanta undersokningsprotokollet
(diagram 1 eller diagram 2), inte kan pévisa ndgra animaliska partiklar av en viss typ (dvs. landdjur eller
fisk) behovs ingen ytterligare bestdimning och analysresultatet ska rapporteras med anvindning av ordaly-
delsen i punkt 2.1.5.1.

Om man efter en forsta bestimning, som utforts i enlighet med det relevanta undersokningsprotokollet
(diagram 1 eller diagram 2), kan pévisa totalt 1-5 animaliska partiklar av en viss typ (dvs. landdjur eller
fisk) ska en andra bestimning utféras med ett nytt analysprov pd 50 g. Om man efter denna andra
bestdimning kan pédvisa 0-5 animaliska partiklar av en viss typ ska analysresultatet rapporteras med
anvindning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.2, annars ska en tredje bestimning utféras med ett nytt analys-
prov pd 50 g. Om summan av de partiklar av en viss typ som pavisats efter den forsta och andra
bestdmningen likvil 6verstiger 15 behovs ingen ytterligare bestimning och analysresultatet ska rapporteras
direkt med anvindning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3. Om summan av de animaliska partiklarna av en
viss typ som pévisats efter tre bestimningar overstiger 15 ska analysresultatet rapporteras med anviandning
av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3. I annat fall ska analysresultatet rapporteras med anvindning av ordaly-
delsen i punkt 2.1.5.2.

Om man efter en forsta bestimning, som utforts i enlighet med det relevanta undersokningsprotokollet
(diagram 1 eller diagram 2), kan pavisa fler 4n fem animaliska partiklar av en viss typ (dvs. landdjur eller
fisk) ska analysresultatet rapporteras med anvandning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3.

Redovisning av resultaten

Vid rapportering av resultaten ska laboratoriet ange pa vilken typ av material analysen har gjorts (sediment,
flotat eller ravara) och hur ménga bestimningar som utforts.

Laboratorierapporten ska dtminstone innehélla uppgifter om huruvida bestandsdelar fran landdjur och fisk
forekommer.

De olika fallen ska rapporteras enligt foljande:

Inga animaliska partiklar av en viss typ har pavisats

— I det inlimnade provet har inga partiklar frén landdjur kunnat péavisas med ljusmikroskop.
— I det inlimnade provet har inga partiklar frén fisk kunnat pévisas med ljusmikroskop.

[ genomsnitt har 1-5 animaliska partiklar av en viss typ pavisats

— I det inlimnade provet har i genomsnitt hogst fem partiklar frin landdjur kunnat pavisas per bestim-
ning med ljusmikroskop. Partiklarna har identifierats som ... [ben, brosk, muskelvdvnad, har, horn ...].
Antalet partiklar som pavisats ar s lagt att det ligger under den mikroskopiska metodens detektions-
grins, vilket innebir att risken for falskt positiva resultat inte kan uteslutas.

Eller i forekommande fall:

— I det inlimnade provet har i genomsnitt hogst fem partiklar fran fisk kunnat pavisas per bestimning
med ljusmikroskop. Partiklarna har identifierats som ... [fiskben, fiskfjdll, brosk, muskelvivnad, otolit,
gdl ...]. Antalet partiklar som pavisats dr sd ldgt att det ligger under den mikroskopiska metodens
detektionsgrans, vilket innebdr att risken for falskt positiva resultat inte kan uteslutas.

Om provet har siktats fore beredningen ska det i laboratorierapporten anges i vilken fraktion (siktad
fraktion, pelleterad fraktion eller palmkédrnor) de animaliska partiklarna har pavisats. Om animaliska par-
tiklar endast pavisas i den siktade fraktionen kan det tyda pa en fororening frin omgivningen.

I genomsnitt har fler 4n fem animaliska partiklar av en viss typ pévisats

— I det inlimnade provet har i genomsnitt fler d4n fem partiklar frin landdjur kunnat pavisas per
bestdimning med ljusmikroskop. Partiklarna har identifierats som ... [ben, brosk, muskelvivnad, hir,
horn ...].
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Eller i forekommande fall:

— I det inlimnade provet har i genomsnitt fler d4n fem partiklar frdn fisk kunnat pavisas per bestimning
med ljusmikroskop. Partiklarna har identifierats som ... [fiskben, fiskfjdll, brosk, muskelvivnad, otolit,

gdl ...].

Om provet har siktats fore beredningen ska det i laboratorierapporten anges i vilken fraktion (siktad
fraktion, pelleterad fraktion eller palmkarnor) de animaliska partiklarna har pavisats. Om animaliska par-
tiklar endast pavisas i den siktade fraktionen kan det tyda pad en fororening frin omgivningen.

PCR
Princip

Deoxiribonukleinsyrafragment (DNA-fragment) av animaliskt ursprung som kan férekomma i foderravaror
och foderblandningar pévisas med en genetisk amplifieringsteknik (PCR) som inriktas pd artspecifika DNA-
sekvenser.

For PCR krivs forst en DNA-extraktion. Direfter amplifieras det erhdllna DNA-extraktet for att pavisa de
djurarter som metoden omfattar.

Reagens och utrustning
Reagens
Reagens for DNA-extraktion

Endast reagens som godkinns av EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i foder och som
offentliggors pa dess webbplats far anvindas.

Reagens for genetisk amplifiering
Primrar och prober

Endast primrar och prober med oligonukleotidsekvenser som validerats av EU:s referenslaboratorium for
animaliska proteiner i foder fir anvindas (").

Mastermix

Endast mastermixlsningar som inte innehéller reagens som kan ge falska resultat pd grund av att anima-
liskt DNA forekommer far anvindas (2).

Reagens for dekontaminering
Saltsyrelosning (0,1 N).
Blekmedel (natriumhypokloritlosning med 0,15 % aktivt klor).

Icke-fritande reagens for dekontaminering av dyr utrustning sdsom analysvagar (t.ex. DNA Erase™ frdn MP
Biomedicals).

Utrustning

Analysvdg med en noggrannhet av 0,001 g.

Utrustning f6r malning.

Termocykler for realtids-PCR.

Mikrocentrifug for mikrocentrifugrér.

Uppsittning mikropipetter som ticker volymintervallet 1-1 000 pl.

Molekylarbiologiska plastartiklar av standardtyp: mikrocentrifugror, pipettspetsar med filter for mikropipet-
ter och plattor som passar termocyklern.

Frysar for att lagra prov och reagens.

(") Forteckningen 6ver de primrar och prober for varje djurart som metoden omfattar finns pa webbplatsen for EU:s referenslaboratorium

for animaliska proteiner i foder.

(?) Exempel pé

funktionella mastermixar finns pd webbplatsen f6r EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i foder.
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Provtagning och provberedning
Provtagning

Ett representativt prov som tagits i enlighet med bestimmelserna i bilaga I ska anvindas.

Provberedning

Beredningen av laboratorieprov ska fram till DNA-extraktionen uppfylla kraven i bilaga II. Minst 50 g av
provet ska delas upp i analysprov och direfter malas.

Provberedningen ska i enlighet med ISO 24276 utféras i ett annat rum 4n det som anvinds for DNA-
extraktion och genetisk amplifiering.

Tvé prov pd minst 100 mg vardera ska beredas.

DNA-extraktion

DNA ska extraheras ur varje berett prov enligt de standardrutiner som faststills av EU:s referenslaborato-
rium for animaliska proteiner i foder och som offentliggors pd dess webbplats.

For varje extraktionsserie ska foljande tva extraktionskontroller beredas i enlighet med ISO 24276:
— Ett blankprov.
— En positiv extraktionskontroll for DNA.

Genetisk amplifiering

Den genetiska amplifieringen ska utféras enligt de metoder som validerats for varje art som behover
identifieras. Dessa metoder anges i de standardrutiner som faststdlls av EU:s referenslaboratorium for
animaliska proteiner i foder och som offentliggors pd dess webbplats. Varje DNA-extrakt ska analyseras
vid minst tvd olika koncentrationer for att bedoma inhibering.

For varje malart ska foljande tvd amplifieringskontroller beredas i enlighet med ISO 24276:
— En positiv kontroll for mal-DNA ska anvindas for varje platta eller serie av PCR-analyser.

— En reagenskontroll for amplifieringen (dven kallad reagenskontroll utan templat [no template control]) ska
anvindas for varje platta eller serie av PCR-analyser.

Tolkning och redovisning av resultat

Vid rapportering av resultaten ska laboratoriet dtminstone ange provens vikt, vilken extraktionsmetod som
anvints, antalet bestimningar som utforts och metodens detektionsgrans.

Resultaten ska inte tolkas och rapporteras om den positiva extraktionskontrollen for DNA och de positiva
kontrollerna for mal-DNA inte ger positiva resultat for den ber6rda analysen och om reagenskontrollen for
amplifikationen samtidigt dr negativ.

Om resultaten frin de tvd proven inte Gverensstimmer ska dtminstone den genetiska amplifieringen upp-
repas. Om laboratoriet misstinker att orsaken till den bristande &verensstimmelsen kan vara DNA-extrak-
tet, ska en ny DNA-extraktion och genetisk amplifiering utf6ras innan resultaten tolkas.

Den slutliga redovisningen av resultaten ska grundas pd en kombination och tolkning av resultaten fran de
tvd proven i enlighet med de standardrutiner som faststills av EU:s referenslaboratorium for animaliska
proteiner i foder och som offentliggors pd dess webbplats.

Negativt resultat

Ett negativt resultat ska rapporteras enligt foljande:

I det inlimnade provet har inget DNA frin X pévisats (dar X 4r djurarten eller gruppen av djurarter som
metoden omfattar).

Positivt resultat

Ett positivt resultat ska rapporteras enligt foljande:

[ det inlimnade provet har DNA frén X pavisats (dér X ar djurarten eller gruppen av djurarter som metoden
omfattar).”
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