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. WSTEP

Ponizsza instrukcje opracowano w Giownym Inspektoracie Weterynarii wraz
z Krajowym Laboratorium Referencyjnym Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach, w zwigzku z potrzebg wskazania
przebiegu postepowania diagnostycznego dla urzgdowego badania migsa w kierunku
wio$ni, na podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2075/2005 z dnia 5 grudnia 2005 r.
ustanawiajgcego szczegdlne przepisy dotyczace urzedowych kontroli w odniesieniu do
wtoéni (Trichinella) w migsie (Dz. Urz. UE nr L 338 z dnia 22.12.2005 str. 60) zwanego
dalej rozporzadzeniem WE. Instrukcja opisuje sposob pobierania prébek i tok
postepowania, podczas wykrywania obecnodci witosni (Trichinella) w miesie swin
domowych, dzikéw, koni i innych gatunkéw zwierzat, weditug zatacznika nr | rozdziat | |
zatgcznika nr [l do rozporzadzenia WE ,Referencyjna metoda wykrywania”.

W opisie metody badawczej uszczegotowiono, w stosunku do tresci polskiej wersji
jezykowej rozdzialu | zatgcznika nr | i zatagcznika nr Il do Rozporzadzenia WE.
Wprowadzone zmiany majg charakter porzadkujacy, nie stanowig zmian merytorycznych
metody badawczej opisanej w rozporzadzeniu WE i nie majg wpltywu na ostateczny
wynik badania. Wykonywanie urzedowego badania w sposéb opisany w ninigjszej
instrukcii zapewnia jednolite postepowanie diagnostyczne, niemniej jednak pewne

modyfikacie metody sgq dopuszczalne, ale nie mogg one wplywac na wynik badania.

Il. DEFINICJE:

1. metoda MW - oznacza metode wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem
magnetycznego mieszadta wg zatacznika nr | rozdziat nr i i zatacznika nr 1l do
Rozporzadzenia WE,

2. miejsca predylekcyjne — oznacza miejsca szczegodlnie narazone na
wystepowanie wtosni,

3. probka zewnetrzna ~ oznacza probke pobrang w innym miejscu niz miejsce,
w ktorym znajduje sie laboratorium do badania migsa na obecnosé wiosni
metodg MW,

3/27



fll. PRZEDMIOT INSTRUKCJI

Przedmiotem instrukcji jest postepowanie przy wykonaniu badania migsa na

obecno$é wiosni metoda wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody MW wyg

zatgcznika nr | rozdziat nr | i zatacznika nr |l do Rozporzadzenia WE.

[V. CEL INSTRUKCJI

Celem instrukcji jest uszczegdtowienie i ujednolicenie trybu postepowania podczas

wykonywania urzedowego badania miesa na obecnos¢ wiosni w zakresie:

pobierania probek z tusz, jako czesé badania poubojowedo,

badania prébek miesa w laboratorium,

wymagan dotyczacych personelu, $rodowiska oraz wyposazenia laboratorium
wykonujgcego badanie,

wykonania badania miesa na obecno$¢ witosni metoda wytrawiania probki
zbiorczej z zastosowaniem metody MW,

trybu postepowania w przypadku uzyskania wynikéw dodatnich oraz wynikéw
watpliwych,

sposobu prowadzenia dokumentacji dotyczacej badania metoda MW.

V. PRZEPISY PRAWNE | INNE DOKUMENTY

1.

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady nr 853/2004 z dnia 29 kwietnia
2004 r., ustanawiajace szczegdline przepisy dotyczace higieny w odniesieniu do
zywnosci pochodzenia zwierzecego (Dz. Urz. UE L 139 z 30.4.2004, str. 14-74,
z pdzn. zm.).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady nr 854/2004 z dnia 29 kwietnia
2004 r., ustanawiajace szczegdlne przepisy dotyczace organizacji urzedowych
kontroli w odniesieniu do produktoéw pochodzenia zwierzecego przeznaczonych do
spozycia przez ludzi (Dz. Urz. UE L 139 z 30.4.2004, str. 206-320, z pdzn. zm.).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady nr 882/2004 z dnia 29 kwietnia
2004 r., w sprawie kontroli urzedowych przeprowadzonych w celu sprawdzenia
zgodnosci z prawem paszowym i Zywno$ciowym oraz regutami dotyczacymi
zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat (Dz. Urz. UE L 191 z 30.4.2004, str. 200-

251, z pdzn zm.).
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. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2075/2005 z dnia 5 grudnia 2005 r.
ustanawiajace szczegodlne przepisy dotyczace urzedowych kontroli w odniesieniu
do witosni (Trichinella) w miesie (Dz. Urz. UE L 338 z 22.12.2005, str. 60-82,

z pozn zm.).

. Dyrektywa 2003/99/WE Parlamentu Europejskiego 1 Rady z dnia 17 listopada
2003 r. w sprawie monitorowania chorob odzwierzecych i odzwierzecych
czynnikow chorobotworczych, zmieniajgca decyzje Rady 90/424/EWG i uchylajgca
dyrektywe Rady 92/117/EWG (Dz. Urz. UE L 325 z 12.12.2003, str. 31-40).

. Ustawa z dnia 26 czerwca 1974 r. Kodeks pracy (Dz. U. 1998 r. Nr 21, poz. 94,

z pdzn. zm.).

. Ustawa z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej (Dz. U. z 2007 r.
Nr 121, poz. 842, z pozn. zm.).

. Ustawa z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu
choréb zakaznych zwierzgt (Dz. U. z 2008 r. Nr 213, poz. 1342).

. Guideline for the detection of Trichinella larvae at the slaughterhouse or connected
laboratory in a Quality Assurance System, 2008, opublikowany przez
Wspdinotowe Laboratorium Referencyjne ds. Pasozytow (CRL), Istituto Superiore

di Sanita Viale Regina Elena, Rzym, Wtochy.

10.Norma PN-EN ISO/IEC 17025 “Ogdlne wymagania dotyczace kompetencii

laboratoriéw badawczych i wzorujgcych”.

Niniejsza instrukcja zostala opracowana zgodnie z powyZzszymi przepisami

prawa powszechnie obowigzujacego. Stosowanie niniejszej instrukcji, nie moze

prowadzi¢ do naruszenia wspomnianych przepiséw. Na przepisy niniejszej

instrukcji nie nalezy powolywaé sie przy rozstrzyganiu o prawach i obowiazkach

podmiotéw prywatnych, gdyz nie jest ona dla nich wigzaca. \

V. POBIERANIE PROBEK Z TUSZ DO BADANIA NA OBECNOSC WLOSNI -
ETAP PRZEDLABORATORYJNY
Z kazdej tuszy nalezy pobra¢ miesnie z miejsca predylekcyjnego.

1. Swinie:
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Masa probki pierwotnej (z filarow przepony) nie moze wynosi¢ mnigj niz:

- tusze $wini domowe] - 2g,
- maciory - 49,
- knury - 44.

W przypadku prébek innych niz filary przepony (cze$¢ zebrowa lub mostkowa przepony,
miesnie zuchwowe, migénie jezyka lub migénie brzuszne) mase probki pobrane do
badania nalezy istotnie zwiekszyc.

W przypadku badania kawatkdéw miesa masa probki pierwotnej musi by¢ tak zwigkszona
by umozliwié pobranie w laboratorium prébki o masie nie mniejszej niz 5 g z migsni
prazkowanych o mafej zawartoéci thuszczu oraz, w miare mozliwosci, z miejsca w poblizu
kosci lub Sciegien.

W przypadku badania prébek zamrozonego miesa lub probek migéni jezyka (po
usunieciu warstwy wierzchniej, ktérej nie mozna wytrawi¢) nalezy istotnie zwiekszy¢C
mase pobranej probki w takim stopniu by umozliwi¢ pobranie w laboratorium probki

0 masie nie mniejszej niz 5g.

2. Dziki i $winiodziki:
Masa probki pierwotnej pobranej z przedramienia, jezyka lub przepony nie moze by¢

mniejsza niz 10g.

3. Konie:

Masa probki pierwotne] pobranej z migéni okofojezykowych lub z migsni zuchwowych nie
moze by¢ mniejsza niz 10g.

W przypadku, gdy brakuje tych migéni, pobiera sie wigksza prébke z filaru przepony
w przejsciu czesci miesniowe] w czes¢ Sciegnista. Miesien nalezy oczysci¢ z tkanki

tacznej i tluszczu.

4. Inne zwierzeta: \
Wszystkie gatunki migsa dzikich zwierzat townych innych niz dziki, takich jak
niedzwiedzie, miesozerne ssaki (wtaczajac ssaki morskie) oraz gady bada sig, pobierajac
probke z miesni w miejscach szczegoélnie narazonych. Miejsca predylekcyjne to:

e U niedzwiedzia: przepona, miesnie zwaczy i jezyk;

s U morsa: jezyk;

e U krokodyli: miesnie zwaczy, skrzydtowe i miedzyzebrowe;
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« U ptakow: miesnie glowy (np. migsnie zwaczy i szyi).
Masa probki pierwotnej pobranej z miejsc predylekcyjnych nie moze by¢ mniejsza niz
10g.
W przypadku gdy nie mozna pobra¢ prébek z migjsc predylekcyjnych mase probki
pierwotnej nalezy podwoic.
W przypadku probek zewnetrznych:

. urzedowy lekarz weterynarii pobierajac probke wypetnia cze$é pierwszg
JProtokotu pobrania probek do urzedowego badania miesa na wtosnie
metoda wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody
magnetycznego mieszadia”, ktérego minimalng zawartos¢ okresla zatacznik
nr1,

. urzedowy lekarz weterynarii lub osoba, o ktorej mowa w art. 16 ustawy
z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjne] odbierajgc probke,
wypemia czesé drugg ww. protokotu.

Probki zewnetrzne powinny by¢ zabezpieczone i plombowane przez urzedowego lekarza
weterynarii pobierajgcego probke.

W przypadku prébek przeznaczonych do badan pobranych w rzezni, w ktdrej znajduje
sie laboratorium, jak i probek zewnetrznych, urzedowy lekarz weterynarii lub osoba,
o ktorej mowa w art. 16 ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej
odbierajgc probke wypetnia ,Rejestr probek do urzedowego badania migsa na wioénie
metodg wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego
mieszadta”, ktdrego minimalna zawartos¢ okresla zatgcznik nr 2.

Pobrang tkanke miesniowa nalezy podda¢ badaniu pod katem wystepowania wiosni,
w laboratorium wyznaczonym przez wiasciwy organ, przy wykorzystaniu metody
wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody MW (Rozporzadzenia (WE) art. 2

ust. 11 3; rozdziat i w Zatgczniku | i Zatgcznik 1I1)

VI. BADANIE MIESA NA WLOSNIE METODA WYTRAWIANIA METODA
WYTRAWIANIA PROBKI ZBIORCZEJ Z ZASTOSOWANIEM METODY
MAGNETYCZNEGO MIESZADLA — ETAP LABORATORYJNY

1. Wymagania dotyczace personelu laboratorium
Personel laboratorium wykonujacy badania powinien posiadaé odpowiednie kwalifikacje
i wiedze z zakresu bezpieczenstwa i higieny pracy.
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Ponadto kazdy czionek personelu laboratorium, ktéry obstuguje wyposazenie,
przeprowadza badania lub wzorcowanie, ocenia wyniki, podpisuje sprawozdania,
protokoty lub raporty z badan lub swiadectwa wzorcowania musi mieé odpowiednie
kompetencje. Kompetencje te powinny by¢ kwalifikowane na podstawie wiasciwego
wyksztatcenia, szkolenia, doswiadczenia lub  wykazanych umigjetnosci. Ocena
kompetencji personeiu laboratorium nalezy do powiatowego lekarza weterynarii.
Minimalne wymagania w zakresie programu szkolen dla personelu laboratorium okresla

zatacznik nr 3.
2. Wymagania dotyczace warunkoéw lokalowych i $rodowiskowych

Pomieszczenie/a przeznaczone do wykonywania badania migsa metoda MW powinny
posiadaé wyznaczone:

« miejsce/a do przyjmowania probek do badan,

e miejsce/a, w kidrych wykonywane sg badania,

e miejsce/a, w ktorych przechowywana jest dokumentacja.
Pomieszczenie/a powinny by¢ o$wietlane Swiattem naturainym lub sztucznym, ktore nie
powoduje zmiany barw. W pomieszczeniu/fach, w ktorym znajduje sie trychinoskop
powinna istnie¢ mozliwosé zaciemnienia. Temperatura w pomieszczeniu/ach do badania
powinna by¢ monitorowana. W czasie badania powinna by¢ utrzymana temperatura -w
Sakresie od 18 ° C do 30 ° C. Wyposazenie i infrastruktura pomieszczenia/en powinny
umozliwiaé postepowanie przy wykonywaniu badania miesa, zgodnie z opisem metody
MW
i zapewnia¢ wymagane warunki  érodowiskowe wiasciwe dla przechowywania
wyposazenia, w tym wyposazenia pomiarowego.
Pomieszczenie/a musza by¢ zabezpieczone, W taki sposéb, aby uniemoziiwi¢ dostep

osobom postronnym.
3. Wymagania dotyczace wyposazenia oraz odczynnikow

Laboratorium wykonujace badanie migsa metoda MW powinno posiadac nizej

wymienione wyposazenie oraz odczynniki chemiczne:
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Wyposazenie:

a)

b)

g)

h)

waga umozliwiajgca pomiar masy w przedziale od 1 g do 115 g z niepewnoscia
pomiaru nie wigksza niz + 0,1 g;

odwaznik wzorcowy o masie 1g i niepewnosci odtwarzania masy nie wiekszej niz
+0,01q;

termometr o zakresie pomiarowym umozliwiajgcym pomiar temperatury cieczy od
10 °C do 60 °C i 0 niepewnosci pomiaru temperatury nie wiekszej niz £ 0,5° C;
termometr umozliwiajgcy pomiar temperatury pomieszczenia, w  ktdrym
wykonywane jest badanie, umozliwiajagcy pomiar i rejestracje temperatury
w przedziale nie mniejszym niz od 10 °C do 40 °C z niepewnosécig nie wiekszg
niz+1°%C, termometr umozliwiajacy pomiar temperatury w lodéwce, w ktorej
przechowywana jest pepsyna o zakresie pomiarowym co najmniej od 0 °C do
15°C;

pipety wielomiarowe o pojemnosci nie mniejszej niz 10 mi, oraz pipety
wielomiarowe o pojemnosci 20 ml fub 25 m! do odmierzania kwasu solnego 25%,
ewentualnie urzadzenia do dozowania kwasu z butelki (dozatory butelkowe),
stelaze do pipet;

gumowe lub automatyczne gruszki do pipet lub inne przyrzady pipetujace do
pobierania kwasu oraz odciggania supernatantu znad osadu po sedymentacii,
dozowniki lub pipety o pojemnosci nie mnigjszej niz 25 ml (o dokfadnosci
odmierzania nie wiekszej niz 0,5 ml) oraz uchwyty do pipet;

szklane cylindry pomiarowe (klasa B) o pojemnosci catkowitej nie mnigjszej niz
50 ml z podziatka umozliwiajaca pomiar objetosci w przedziale nie mniejszym niz
10 - 50 m;

trychinoskop z poziomym pulpitem, zapewniajgcy uzyskanie powigkszenia
roboczego od 30 do 50 x i powiekszenia maksymalnego od 80 do 100 x lub
stereomikroskop optyczny z zespotem lusterkowym oraz Zrodiem swiatta
o regulowanej intensywnosci, zapewniajacy uzyskanie powiekszenia roboczego
od 15 do 20 x | powiekszenia maksymalnego od 60 do 100 x, lub inne urzadzenie
optyczne o wymaganych powigkszeniach, umozliwiajace wykonanie badat migsa
zgodnie z metodg MWV,

czasomierz lub minutnik umozliwiajgcy pomiar czasu w zakresie od 1 do 60
minut;
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K) nozyczki, ndz i peseta do pobierania probek;
I} sita z siatki ze stali nierdzewnej, z oczkami 180 pm, o $rednicy zewnetrznej 11 cm
z certyfikatem lub tabliczkg znamionowa, potwierdzajacymi parametry siatki;
m) ptytki Petriego o srednicy 9 ecm (w przypadku zastosowania stereomikroskopu)
Z podziatkg na pola do badan 10 x 10 mm;
n) rynienka do liczenia larw (do = stosowania z trychinoskopem) wykonana
z akrylowych phytek o grubosci 3 mm i ponizszych parametrach:
- dno rynienki podzielone na pola o wymiarach 180 x 40 mm,
- boki 0 wymiarach 230 x 20 mm,
- szczyty o wymiarach 40 x 20 mm. Dno i szczyty rynienki umieszczone miedzy jej
bokami powinny tworzyé dwa uchwyty na jej koricach. Dno rynienki powinno byc
podniesione na 7 — 9 mm od podstawy ramy utworzonej przez boki i szczyty.
Elementy powinny by¢ potaczone odpowiednim dla danego materiatu klejem;
0) tace z oznaczonymi 25, 50 lub 100 polami, z ktérych kazde moze pomiescic probki
migsa o masie niezbedne] do wykonywania badania, lub inne wyposazenie
zapewniajgce identyfikowanie pochodzenia prébek;
p) malakser z ostrym thacym ostrzem;
' mieszadta magnetyczne, z ptytkg o temperaturze regulowanej termostatem
i pokrytymi teflonem pretami mieszajgcymi o diugosci ok. 5 cm, mieszadetka powinny
byé dostosowane do typu mieszadta tak, by zapewni¢ w czasie wytrawiania wirowanie
plynu wytrawiajacego w calej jego objetosci;
s) pipety jednomiarowe o pojemnosci nie mniejszej niz 30 ml lub strzykaWki
jednorazowe z wezykiem o pojemnosci nie mniejszej niz 60 ml do odsysania
supernatantu;
t) szklane stozkowe rozdzielacze o pojemnoéci nie mniejszej niz 2 litry, w miarg
mozliwosci zaopatrzone w teflonowe zatyczki bezpieczenstwa,
u) lejki o érednicy wewnetrznej nie mniejszej niz 12 cm do umieszczenia w nich sit;
w) szklane zlewki o pojemnosci 3 litrdw;
x) folia aluminiowa (0,02 mm lub 0,03 mm);, -
y) naczynia o pojemnosci od 10 litréw do15 litrow, do zbierania pozostatego plynu
wytrawiajgcego;
z ) zlew umozliwiajacy doktadne mycie wyposazenia;
7} statywy, pierscienie, uchwyty,
7) lodéwka do przechowywania pepsyny.
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Odczynniki chemiczne:

a)
b)

b)

kwas chlorowodorowy 25 %;

pepsyna o mocy: 1:10.000 NF (Narodowy Receptariusz USA) odpowiadajgcej
1:12500 BP (Farmakopea Brytyjska) lub 2000 FIP (Miedzynarodowa Federacja
Farmacji) lub stabilizowana pepsyna ptynna — minimum 660j./ml (Farmakopea
EFuropejska);

woda przeznaczona do spozycia przez ludzi, w tym woda wodociggowa;

90 % alkohot etylowy.
4. Szczegdtowe wskazowki dotyczace badania:

waga uzywana przy pobieraniu probek powinna by¢ kazdorazowo wytarowana
przed pobraniem probki. Przed rozpoczeciem wazenia nalezy sprawdziC wage
odwaznikiem 1g. Wskazania wagi przy sprawdzeniu odwaznikiem powinny
mieécié w granicach bledu wskazan wagi okreslonego w swiadectwie
wzorcowania z uwzglednieniem niepewnosci pomiaréw przy wzorcowaniu wagi
i niepewnosci wzorcowania odwaznika;

trychinoskop powinien byé poddany przegladowi przez upowazniong osobg,
zgodnie z harmonogramem:;

na kilka minut przed rozpoczeciem badania z uzyciem trychinoskopu nalezy
urzadzenie wiaczy¢ by podgrzac jego elementy optyczne;

po nawazeniu pepsyny nalezy odczynnik zamkna¢ i odstawi¢ do lodowki;

po zakoriczeniu sedymentacji nalezy ostroznie usunaé ptyn znajdujacy sig¢ nad
osadem poprzez odessanie ptynu z powierzchni; 7
mycie i odkazenie nalezy przeprowadzi¢ po zakofczeniu badania, jednakze nie
wczeséniej niz przed uzyskaniem wyniku badania,

czyszczenie sitek nalezy wykonac ostroznie tak by nie uszkodzi¢ ich struktury;
dekontaminacje wyposazenia i plyndw nalezy przeprowadzi¢ tylko w przypadku
uzyskania wynikow dodatnich;

zaleca sie by zlew byt dostatecznie gleboki tak by umozliwié prawidtowe umycie

sprzetu.
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5. Badania miesa na obecno$¢ wilosni metoda wytrawiania probki zbiorczej

z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadta

5.1. Przygotowanie w laboratorium prébek do wytrawiania

Z dostarczonych do badan migéni przygotowac prébki laboratoryjne w nastepujgcy

sposob:

5.1.1 Swinie
a) Tusze éwini domowej: do badania nalezy przygotowaé probki o masie

przynajmniej 1 g z filaru przepony, w przejSciu czesci migsniowe] w czgsc
sciegnista.

W przypadku dostarczenia do laboratorium prébek innych niz filary przepony
z dostarczonych miesni (z czesci zebrowej lub mostkowej przepony, lub z migsni
zuchwowych, jezyka lub z miesni brzusznych) nalezy przygotowac probke o masie
przynajmniej 2 g.

Hodowlane maciory i knury: do badania nalezy przygotowac probki o masie
przynajmniej 2 g z filaru przepony, w przejsciu czesci migsniowe] w czesé
Sciegnista.

W przypadku dostarczenia do laboratorium prébek innych niz filary przepony (ed
catych tusz) z dostarczonych miesni (z czesci zebrowej lub mostkowe; przepohy,
lub z mieéni zuchwowych, jezyka lub z miesni brzusznych} nalezy przygotowaé

probke o masie przynajmniej 4 g.

c) W przypadku badania w laboratorium prébek pobranych z kawatkéw migsa nalezy

przygotowaé prébke o masie przynajmnie] 5 g z mieéni prgzkowanych, o matej
zawartosci tuszczu oraz w miare mozliwosci, z miejsca w poblizu kosci lub

Sciegien.

d) W przypadku badania probek pobranych z miesa, ktére, nie bedzie poddane

obrébce termicznej lub nie jest przeznaczone do innych rodzajow przetwarzania

poubojowego do badania nalezy przygotowac prébke o masie przynajmniej 5 g.

e) W przypadku zamrozonych probek do badania nalezy pobraé probke o masie

przynajmniej 5 g z miesni prazkowanych.

12/27



5.1.2 Konie

Wytrawianiu poddaje sig probke o masie przynajmniej 5 g. W przypadku kazdego

wytrawiania taczna masa badanych migsni nie powinna przekroczy¢ 100 g.

5.1.3 Dziki i $winiodziki

Whytrawianiu poddaje sie proébke o masie przynajmniej 5 g. W przypadku kazdego

wytrawiania taczna masa badanych migéni nie powinna nrzekroczy¢ 100 g.

5.1.4 Inne zwierzeta

Wytrawianiu poddaje sie probke o masie przynajmniej 5 g (pobrang z miejsc
predylekcyjnych). W przypadku braku probek z miejsc predylekcyjnych

wytrawianiu poddaje sie prébke o masie nie mniejszej niz 10 g.

Uwaga:

« Masa prébek migsa odnosi sie do prébki miesa nie zawierajgce] ttuszczu
i powiezi.

e Przy przygotowaniu probek miesnia z jezyka nalezy zwrdci¢ szczegding
uwage na unikniecie pobrania wierzchniej warstwy jezyka, ktérej nie mozna
wytrawié, co moze uniemozliwi¢ odczyt osadu.

e Prébki o masie powyzej 3 g przed rozdrobnieniem za pomocg malaksera

nalezy rozdrobni¢ za pomoca nozyczek.
5.2. Prébki zbiorcze
Probke zbiorcza przygotowana z probek indywiduainych w spos6b opisany
w p. 5.1 poddaje sie badaniu zgodnie z p.5.3 lub 5.4.

Na rycinie przedstawiono schemat wykonania badania w kierunku obecnosci farw

wiosni metodg MW (zatacznik nr 4).
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5.3

Badanie probki zbiorczej o masie 100 g~ 115 g

Do szklanej zlewki o pojemnosci 3 litrow zawierajgcej 2,0 litry wody podgrzanej do
temperatury od 46 ° C do 48 ° C dodaje si¢ 16 mi £ 0,5 ml kwasu
chlorowodorowego. Zlewke nalezy umieécié na podgrzane] ptycie grzewczej
mieszadta i rozpoczaé proces mieszania. Dodaé 10 + 0,2 g pepsyny lub 30 * 0,5
ml pepsyny ptynnej.

Probke zbiorcza 100 — 115 g rozdrobni¢ w malakserze. Rozdrobnione migso
przeniesé do 3-litrowej zlewki zawierajacej wode, kwas chlorowodorowy i pepsyne.
W przypadku, gdy masa prébki zbiorczej wynosi wiecej niz 50 g a mniej niz 100 g
zaleca sie, by zwiekszyé mase pojedynczych probek az do uzyskania masy 100 g
w probie zbiorcze.

Witadke mieszajaca malaksera kilkakrotnie wyptukaé w zlewce z plynem
wytrawiajacym, a pojemnik malaksera przemyé niewielka ilodcig plynu
wytrawiajacego w celu usuniecia przyczepionych skrawkow migsa.

Zlewke przykry¢ folig aluminiowa.

Mieszadlo magnetyczne nalezy wyregulowaé tak, aby utrzymywato statg
temperature 44 — 46 ° C podczas catego procesu trawienia. Podczas procesu
trawienia ptyn wytrawiajacy musi wirowa¢ z dostatecznie duzg predkosciag, aby
uzyskaé gleboki wir (siegajacy dna zlewki) bez rozpryskiwania. Wytrawianie
nalezy kontynuowaé, az do rozpuszczenia tkanki migdniowej (od 30 do 60 minut).
Nastepnie nalezy wytaczy¢ mieszadio, a plyn wytrawiajacy przelac przez sito do
rozdzielacza sedymentacyjnego.

Proces trawienia uwazany jest za przeprowadzony prawidtowo, jeZeli nie wiecej
niz 5 % poczatkowej masy prébki pozostanie na sitku.

Ptyn w rozdzielaczu nalezy odstawié¢ na 30 minut. Ptyn wytrawiajgcy i inne odpady
nalezy pozostawi¢ do chwili zakonczenia badania (odczyt wynikow) W przypadku
uzyskania wynikéw dodatnich przeprowadzi¢ postepowanie opisane w pkt. 5.5.

Po 30 minutach ptyn z osadem w ilosci 40 — 45 ml spusci¢ jednym szybkim
ruchem do cylindra pomiarowego i odstawi¢ na 10 minut. Nastepnie nalezy

ostroznie odessaé sklarowang ciecz nad osadem (supernatant), pozostawiajac
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w naczyniu 10 ml plynu. Osad przela¢ do rynienki do liczenia larw lub na plytke
Petriego.

« Nastepnie cylinder pomiarowy przeptukaé 10 ml cieptej wody, ktorg dodaje sie do
osadu w rynience do liczenia larw lub ptytce Petriego. Nastepnie nalezy zbadac
osad pod trychinoskopem lub stereomikroskopem. Badanie nalezy Wykonywaé
bezzwltocznie. W iadnym wypadku badania nie mozna odktadaé¢ na dzien
nastepny.

e W przypadku watpliwosci w ocenie osadu, nalezy zastosowal powigkszenie

maksymalne.
5.4 Badanie probki zbiorczej o masie ponizej 100 ¢

W razie potrzeby prébke zbiorczg o masie do 15 g mozna dodac do probki zbiorcze]
o masie 100 g w celu uzyskania catkowitej probki zbiorczej o masie 115 g i badac je
razem jako jedna probke zbiorcza.
Probka zbiorcza o masie wiekszej niz 15 g musi by¢ badana jako oddzielna probka
zbiorcza. Zaleca sie, by w takim przypadku zwiekszy¢ mase pojedynczych probek
az do uzyskania masy 50 g. Dla prébek zbiorczych o masie do 50 g objetosc ptynu
wytrawiajgcego | pozostatych sktadnikow mozna zredukowa¢ do 1 litra wody, 8 m!
kwasu chlorowodorowego i 5 g pepsyny lub 15 + 0,5mi pepsyny plynnej.
Dla probek zbiorczych o masie powyzej 50 g zaleca sie by zwiekszy¢ mase
pojedynczych prébek az do uzyskania prébki zbiorczej o masie 100 g.

Uwaga :
Jezeli produkty trawienia {w rozdzielaczu) nie zostaty zbadane w czasie 30 minut od
ich sporzadzenia, nalezy oczysci¢ je w nastepujacy sposdb: Probke koncowq
o objetosci okoto 40 — 45 ml przela¢ do cylindra pomiarowego i pozostawi¢ na 10
minut. Nastepnie odessaé ciecz sklarowana nad osadem pozostawiajgc 10 ml
probki. Te objetosé uzupetnié wodg nadajaca sie do spozycia przez ludzi do 40 ml.
Po uptywie kolejnych 10 minut ponownie odessa¢ 30 ml cieczy sklarowane] nad
osadem pozostawiajac nie wiecej niz 10 ml do badania na piytce Petriego lub na
rynience do liczenia larw. Cylinder pomiarowy przepluka¢ 10 ml wody, ktérag
nastepnie nalezy dodaé do probki na plytce Petriego lub na rynience do liczenia
larw w celu zbadania.
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Jezeli osad w czasie badania jest metny, probke nalezy przelaé do cylindra
pomiarowego i uzupetnic woda do objetosci 40 ml, po czym nalezy zastosowac
powyzszg instrukcje.

Procedure mozna powtdrzyé od 2 do 4 razy az do osiggnigcia przez piyn

przejrzystosci wystarczajgcej do wykonania wiarygodnego odczytu.

5.5 Postepowanie w przypadku uzyskania wyniku dodatniego lub watpliwego

W przypadku uzyskania dodatniego lub watpliwego wyniku badania probki zbiorczej
nalezy pobra¢ z kazdej tuszy prébki o masie 20 g. Probki z 5 tusz po 20 g kazda
nalezy traktowaé jako probke zbiorczg i poddaé badaniu. W ten sposéb powinny by¢
przebadane probki z 20 grup, po 5 tusz kazda. W przypadku wykrycia larw wiosni
w probece zbiorczej od 5 tusz, od pojedynczych sztuk z grupy pozyskuje si¢ dalsze
50 g prébki i kazda z nich poddaje sie oddzieinemu badaniu z zastosowaniem metody
z 50 g masg probki.

Probki z pasozytami nalezy zakonserwowaé w 90 % alkoholu etylowym i przestac do
identyfikacji na poziomie gatunku do wspdlnotowego lub krajowego laboratorium
referencyjnego.

Po zebraniu pasozytéw nalezy odkazié ptyny dodatnie (plyn wytrawiajgcy, ciecz
sklarowang nad osadem, poptuczyny itd.) poprzez podgrzewanie do temperatury
wrzenia. Wyposazenie uzyte w badaniu, w ktérym uzyskano wyniki dodatnie nalezy

odkazi¢ (chemicznie).

6. Wyniki badania

6.1 Wyniki badania

a rynienke do liczenia larw pod trychinoskopem, ktory posiada blokade stoﬂka
zmuszajacy badajacego do ogladania piytki lub rynienki ruchem meandrycznym
i rozpoczaé badanie przy powiekszeniu roboczym. W przypadku watpliwosci nalezy

zwigkszyé powiekszenie do wartosci maksymalnej. Zapisa¢ wynik badania.

16/27



6.2 .Sposob wyrazania ostatecznego wyniku badania

W przypadku wyniku ujemnego wynik badania nalezy sformutowac nastepujaco:
W badanej prébce/ probkach nie stwierdzono obecnosci larw wiosni”.

W przypadku wyniku dodatniego wynik badania nalezy sformutowac nastgpujaco:
W badanej probce/ probkach stwierdzono obecnosci larw wiosni”.

6.3 Uproszczone sprawozdanie z badania ,
Minimalna zawartos¢ sprawozdania z uwzglednieniem wymagan normy PN-EN 1SO/IEC
17025 znajduje sie w zatgczniku nr 5. Zatgcznik zawiera wszystkie informacje niezbgdne

do przygotowania wyniku badania dla klienta.

7. Zapisy dokumentujace realizacje urzedowego badania migsa na obecnosé
wlosni metodq wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody

magnetycznego mieszadia

7.1 Protokdt pobrania probek w kierunku wykrycia Trichinella w miesie metoda
wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody MW. -

7.2 Wpis w rejestrze probek dostarczonych do badania w kierunku wykrycia
Trichinella w migsie metodg wytrawiania probki zbiorczej z zastosom;aniem
metody MW.

7.3. Sprawozdanie z badania zgodnie z wymaganiami normy PN-EN ISO/[EC
17025. )

VIl .SPIS ZAL ACZNIKOW -
Zat.1 Minimalna zawarto$¢ protokotu pobrania probek do urzedowego badania migsa
na wlosnie metodg wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody
magnetycznego mieszadta. _
Zat.2 Minimalna zawartoéé rejestru prébek do urzedowego badania miesa na wiosnie
metoda wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego
mieszadia. _

Zat.3 Minimalne wymagania w zakresie programu szkolen dla personelu

laboratorium — zagadnienia teoretyczne oraz praktyka.
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Zat4 Rycina. Schemat wykonania badania migsa na wioénie metodg wytrawiania
probki zbiorcze] z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadia.

Zat5 Minimalna zawartoséé uproszczonego sprawozdania z badania zgodnie
z wymaganiami normy PN- EN ISO/EC 17025.

Zat.6 Sprawdzenie mozliwosci realizacji w warunkach laboratoryjnych metody
wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadta.

Zat 7 identyfikacja zrédet niepewnoéci metody.

IX. POSTANOWIENIA KONCOWE

Instrukcja wchodzi w zycie po uptywnie 5 dni od dnia podpisania.

RARZ Wi TI{

GEOWNY LF,




Zatacznik nr 1. |
Minimalna zawarto$¢ protokolu pobrania prébek do urzedowego badania migsa na
wiodnie metoda wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego
mieszadta

PROTOKOL POBRANIA PROBEK DO BADANIA MIESA NA OBECNOSC WLOSNI
METODA WYTRAWIANIA PROBKI ZBIORCZEJ Z ZASTOSOWANIEM METODY
MAGNETYCZNEGO MIESZADLA

| Czedé

. Imie i nazwisko urzedowego lekarza weterynarii pobierajgcego probke
. Data i godzina pobrania

1
2
3. Nazwa i weterynaryjny numer identyfikacyjny rzezni/ wtasciciela probki’
4. Adres rzezni/ wlasciciela prébki

5. Prébki pobrano od (wymieni¢ gatunek i rodzaj zwierzecia, a takie wskazac-€zesc
tuszy, z ktérej pobrano prébki - np. jezyk, przedramie, przepona) B

6. Liczba probek

7. Nrtusz ubojowych lub inne (nr tacy/nr ubojowy) oznakowanie identyfikujace
prébke wg ustalen laboratorium

8. Sposdb przekazania wyniku badania (np. mail, faks)

. Czesé

iy l U i

1. Dane laboratorium (nazwa/adres)

2. Imie i nazwisko urzedowego lekarza weterynarii lub osoby o ktorej mowaw art.
16 ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej odbieﬂrf_éjapej
probke —
Data i godzina odbioru probki

4. Informacje dotyczgce stanu i sposobu przyjecia probki

Podpis pobierajgcego probke Czytelny podpis dostarczajace] probke’ Podpis cdbierajacego prgtj«g

7‘ NaleZy wpisa¢ weterynaryjny numer identyfikacyjny, jezeli zostal nadany.
> Nalezy wypemié, gdy osoba dostarczajaca probke jest inna niz osoba pobierajaca lub odbierajaca prébke.  —-



Zatacznik nr 2

Minimalna zawarto$¢ rejestru probek do urzedowego badania migsa na wioénie metoda
wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadta. -

REJESTR DOSTARCZONYCH PROBEK DO BADANIA W KIERUNKU WYKRYCIA
TRICHINELLA W MIESIE METODA WYTRAWIANIA PROBKI ZBIORCZEJ Z
ZASTOSOWANIEM METODY MAGNETYCZNEGO MIESZADLA'

. Lp.
. Nr zlecenia
. Data odbioru prébek (data /godzina)

. Nazwa i weterynaryjny numer identyfikacyjny rzezni/ wiasciciel probki?

1
2
3
4, Liczba probek
5
6

Nr tusz ubojowych lub inne (nr tacy/nr ubojowy) oznakowanie identyfikujace
probke wg ustalen laboratorium o
7. Gatunek i rodzaj zwierzecia -
8. Data rozpoczecia badania/ data zakonczenia badania
8. Nr sprawozdania z badania o
10. Osoba wydajaca/ przenoszaca dane
11. Wynik badania _

! Opcjonalnie w zaleznogei od systemu przyjgtego w laboratorium.
? Nalezy wpisaé weterynaryjny numer identyfikacyjny, jezeli zostal nadany.



Zatgcznik nr 3

Minimalne wymagania w zakresie programu szkolen dla personelu Iaboratorlumm

zagadnienia teoretyczne oraz praktyka.

Lp. | Zagadnienia -

1. | Budowa, morfologia i $rodowisko wiodni oraz réznicowanie gatunku od innych
nicieni i niestrawionych elementéw probek (fragmenty tkanki miesniowej, siersci
itp.). -

2. | Metoda badania — zajecia praktyczne B

3. | Ocena procedur badania, rejestrowania i analiz stosowanych w laboratorium

4. System zarzgdzenia zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17025 —

5. | Egzamin sprawdzajacy wiedze teoretyczng i umiejetnosc¢ praktyczne
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Zatgeznik nr 4

Schemat wykonania badania migsa na wloénie metodg wytrawiania probki zblorczej

z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadta

1 rozdrabnianie
- 2.3 x kilka setaind

10 min.

-5

supern'atall

% usun;:
Sedymentacja

=-.-“‘=1.I

llh

®®

30-60 min. Mieszanie
temperatura 4446 C |

Przephikaé cylmdcr pomiarowy 10 ml wody

i doda¢ do badanego osadu



Zatgcznik nr 5

Minimalna zawarto$é sprawozdania z badania zgodnie z wymaganiami normy PN-
EN ISOAEC 17025,

SPRAWOZDANIE Z BADAN nr
1. Nazwa i adres laboratorium:

2. Tytut sprawozdania:

3. Klient: : )

4. Nadestano przez ...... )

5 Nazwa rzezni i weterynaryjny numer identyfikacyjny rzezni/ wilasciciel probki,
kolejny numer w dzienniku badania lub inna przyjeta przez laboratorium
identyfikacja' |

6. Data przyjecia.............

7. Data rozpoczecia badan:

8. Data zakonczenia badan:

9. Rodzaj materiatu (matryca przywotana w zakresie akredytacji).

WYRIK DRAANTAZ ..eonieie e

1. W przypadku wyniku ujemnego wynilk badania nalezy sformutowad nastepujaco:
W badanej probce/ probkach nie stwierdzono obecnosci larw wilosni”. _

2. W przypadku wyniku dodatniego wynik badania nalezy sformutowaé nastepujgco:

W badanej prébce/ probkach stwierdzono obecnosc larw wiosni”.

Badanie wykonano zgodnie z ....... :

.....................................................................................................................

NINIEJSZE SPRAWOZDANIE BEZ PISEMNEJ ZGODY LABORATORIUM NIE MOZ
BYC POWIELANE INACZEJ NIZ W CALOSCI.

WYNIKI DOTYCZA WYLACZNIE BADANYCH PROBEK

Uwagi:

Otrzymujg

(Autoryzujgcy sprawozdanie z badan)

! Nalezy wpisa¢ weterynaryiny numer identyfikacyjny, jezeli zostal nadany.
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Zatacznik nr 6

Sprawdzenie mozliwosci realizacji w warunkach Ilaboratoryjnych metod'y
wytrawiania prébki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego mieszadta

Wytyczne do sprawdzenia mozliwosci realizacji metody w warunkach laberatoryjnych
opracowane na podstawie przewodnika do wykrywania farw wioéni p.t.: “Guideline for the
detection of Trichinella larvae at the slaughterhouse or connected laboratory in a Quality
Assurance System”, 2008 r., opubiikowanego przez Wspéinotowe Laboratorium
Referencyine ds. Pasozytow (CRL), Istituto Superiore di Sanita Viale Regina Elena,
Rzym, Wiochy. Metoda zalecana jest do rutynowego stosowania. Wyniki uznawane s za
zadowalajace jesli limit wykrywalnoéci wynosi 3 larwy na 100g migsa i jest osiggany

w 75% testow.

W celu sprawdzenia mozliwosci realizacji metody w warunkach laboratoryjnych néleZ’y
oceni¢ i udokumentowaé nastepujace cechy charakterystyczne metody: czulo$é,
specyficznosé, powtarzalnose, odiwarzalnosé oraz odpornosc: -
e Czulo$¢ powinna byé réwna lub wyzsza niz 3-5 larw na 100 g prébki zbiorczej.
W tym celu nalezy do prébki zbiorczej dodac probke wzmocniong (spiked sé;nple)
zawierajacq znang liczbe larw. Po wykonaniu trawienia oceni¢ liczbe
stwierdzonych larw wiosni. -

o Specyficznosé powinna byé ustalona przez przeszkolona osobe na podstawie

mozliwosci odroznienia larw wioéni od innych nicieni i ewentualnych artefaktow.
W przypadku uzyskania wynikdéw watpliwych personel wykonujacy badanie moze

wystac larwy wioéni lub podejrzane larwy” do Krajowego Laboratorium

Referencyjnego (KLR).

s Powtarzalnoé¢ powinna byé oceniona przez co najmniej dwukrotne wykonanie

badania przez te same osoby, przy uzyciu tego samego wyposazenia w tym
samym dniu itp. B

» Powtarzalno$¢ posrednia powinna byé¢ okreslona poprzez poréwnanie wynikow

badania roéznych probek miesniowych przez rézne osoby w réznym czasie,
pobrane od rdéznych zwierzat badanych rutynowo. -

o Odtwarzalno$é¢ powinna byé okreslona na podstawie badan poréwnawczych

przeprowadzonych w grupie uznanych laboratoriéw, ktére muszg wy}kbnac’:
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badania serii minimum 10 probek zawierajacych: 1 prébke negatywng, 3 prébki
zawierajace 3-5 larw, 3 probki zawierajace 10-20 larw i 3 probki zawierajace
20 — 50 larw.

Odpornoé¢  powinna  zosta¢  okre$lona w  roznych — monitorowanych
i kontrolowanych warunkach, w celu oceny w jakim stopniu metoda jest odporna
na zaklécenia, bez wptywu na wynik (temp. 44-46°C, objetos¢ dodanego
HCL 25% * 20%, masa dodanej pepsyny + 20%).
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Zatgcznik nr 7
Identyfikacja zrédet niepewnoéci metody

Etap laboratoryjny

roztworu wytrawiajacego

L.p. | Skiadowa niepewnosci Zrédia
Przygotowanie prébki wiaéciwa masa probki

1. zbiorczej miejsce predylekcyjne
stopien rozdrobnienia
probki

2. Pepsyna aktywnosc pepsyny
sposob przechowywania
pepsyny — odpowiednie
warunki temperaturowe
wazne terminy
przydatnosci

3. Sposéb przygotowania zgodna z metodg

kolejno$é dodawania
odczynnikdw

4, Temperatura procesu przestrzeganie
wytrawiania zalecanego zakresu
5. Sito Srednica oczek i stan

techniczny sita — brak
uszkodzen
mechanicznych

6 Piyn wytrawiajacy z
wytrawionymi miesniami

brak fragmentow
nierozmieszanych

7. Sedymentacja

czas trwania
sedymentacji

odsysanie supernatantu
stabilnosé statywu z
rozdzielaczem
prawidtowe zlanie osadu z
rozdzielacza (jednym
szybkim ruchem)
prawidtowe odessanie
supernataniu znad osadu
przejrzystos¢ osadu do
odczytu

8. Trychinoskop,
stereomikroskop optyczny
lub inne urzadzenie optyczne
zgodnie z metoda

magnetycznego mieszadia;

nieprawidtowe dziatanie
sposo6b wykonania
odczytu

regularne przeglady lub
konserwacje wykonane
przez upowazniony
personel
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Zrodia

L.p Skiadowa niepewnosci
9. Personel upowazniony do przeszkolenie z metodyki
. . badawczej
wykonywania badan . . .

znajomos¢ morfologii
wilosnia w obszarze
trichinoskopowym

10. | Wyposazenie zachowanie spdjnosci

pomiarowej
regularne sprawdzania
wag i termometrow
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