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1. Wstep

Ponizszg instrukcje opracowano w Krajowym Laboratorium Referencyjnym (KLR)
w Zaktadzie Parazytologii i Chordb Inwazyjnych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach na podstawie rozporzadzenia wykonawczego
Komisji (UE) 2020/1478 z dnia 14 pazdziernika 2020 r. zmieniajacego rozporzadzenie
wykonawcze (UE) 2015/1375 w odniesieniu do pobierania probek, metody referencyjnej stuzacej
do wykrywania 1 warunkéw przywozu zwigzanych z kontrolg wtosnia (7richinella). Zgodnie
z rozporzadzeniem wykonawczym Komisji (UE) 2015/1375, referencyjna metoda wykrywania
wlosni, jest zgodna z wymogami normy ISO 18743:2015-11 i nalezy uzna¢ je zasadniczo
za tozsame. Norma PN-EN ISO 18743: 2015-11 jest nieco bardziej liberalna odno$nie warunkow
wykonania badania (zwtaszcza warunki temperaturowe) zblizajac si¢ w niektorych przypadkach
do tzw. warunkow granicznych, ktérych przekroczenie moze powodowac pogorszenie si¢
parametrow metody. Na przyktad niewielkie nawet przekroczenie maksymalnej temperatury
wytrawiania wskazanej w normie (47°C) moze spowodowac zmniejszong ruchliwos$¢ larw wiosni
1 trudnosci w ich wyszukiwaniu. Z tego wzgledu KLR w instrukcji pozostawia stosowane
dotychczasowe, zawgzone w stosunku do normy PN-EN ISO 18743:2015-11 parametry. Inne
wymagania metody zmienione w stosunku do metody opisanej w Rozporzadzeniu UE 2015/1375
dotycza gtownie stosowanego sprzetu i chociaz nie majg charakteru kluczowego dla wykonania
badania to dla zachowania zgodnosci z normg PN-EN ISO 18743:2015-11 nalezy sukcesywnie
wymienia¢ sprzet laboratoryjny na wskazany w w/w normie.

W normie PN-EN ISO 18743:2015-11 podano metode wykrywania larw wlo$ni w migsie
z tusz zwierzat przeznaczonych do spozycia przez ludzi. Metoda ta ma zastosowanie do badania
migsa z gatunkéw zwierzat domowych 1 lesSnych, podatnych na zarazenie nicieniami z rodzaju
Trichinella. Przedstawiona instrukcja nie zastgpuje normy PN-EN ISO 18743:2015-11 i nie
wprowadza zmian merytorycznych do metody badawczej opisanej w tej normie. Wykonywanie
urzedowego badania w sposdb opisany w niniejszej instrukcji zapewnia jednolite postepowanie
diagnostyczne oraz zgodno$¢ tego postgpowania z w/w norma.

Wiosnie (Trichinella spp.) sa to pasozytnicze nicienie ktorych pelen rozwoj odbywa sie
u jednego zywiciela. Forma dyspersyjng pasozytow sg larwy znajdujace si¢ w tkance mig$niowe;j
zywiciela (w formie otorbionej lub nie w zaleznos$ci od gatunku). Zarazenie nastepuje na skutek
spozycia migéni zarazonego zwierz¢cia w ktorych znajduja si¢ zywe larwy wiosni. Wywolujg one
zoonoze pasozytnicza okreslang jako ,,wtosnica”, chorobe o czgsto ciezkim przebiegu, zagrazajaca

zdrowiu 1 zyciu. Zarazenia wlo$niami stanowig problem ekonomiczny w produkcji trzody
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chlewnej. Ze wzgledu na odzwierzgce pochodzenie choroby gldwne metody zapobiegania
skupiajg si¢ na kontroli 1/lub zwalczaniu wtosni u §win, ktérych migso uwazane jest za gtowne
zrodto zarazenia ludzi. Badanie migsa na obecno$¢ wlosni ma na celu zapobieganie klinicznym
objawom wtlosnicy. Metoda wytrawiania wspomaganego mieszadlem magnetycznym jest
uwazana za ,ztoty standard”, poniewaz udowodniono, wiarygodno$¢ wynikéw w badaniach
walidacyjnych. Metoda ta nie pozwala na okreslenie gatunku lub genotypu wykrytych larw.
Identyfikacje gatunku lub genotypu mozna przeprowadzi¢ metodami molekularnymi.

Metoda opisana w normie PN-EN ISO 18743:2015-11 jest przeznaczona do stosowania
w potaczeniu z wytycznymi zawartymi w Podreczniku badan diagnostycznych i szczepionek OIE
i Miedzynarodowej Komisji Wtosnicowej (ITC).

Zgodnie z art. 37 ust 1 pkt. 4 lit f. rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. wlasciwy organ wyznacza jako laboratorium urzedowe
wylacznie laboratorium, ktore: funkcjonuje zgodnie z normg EN ISO/IEC 17025 oraz otrzymalo
akredytacje krajowej jednostki akredytujacej dziatajacej zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr
765/2008.

Jednakze zgodnie z art. 40 ust. 1 lit. a rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. laboratoria, ktorych jedyna dzialalno$cig jest wykrywanie
wlosnia w migsie metoda opisang w art. 6 rozporzadzenia wykonawczego Komisji (UE)
2015/1375 z dnia 10 sierpnia 2015 r. nie maja obowigzku posiadania akredytacji zgodnie z normag
PN-EN ISO/IEC 17025, pod warunkiem, ze pozostang pod nadzorem wlasciwego organu lub
laboratorium urzedowego akredytowanego zgodnie normg PN-EN ISO/IEC 17025 oraz regularnie
uczestniczag w migdzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych lub badaniach bieglosci
organizowanych przez krajowe laboratorium referencyjne 1 beda osiaga¢ zadowalajagce wyniki.

W instrukcji uwzgledniono minimalne zalecenia dla laboratoriow wyznaczonych, ktoérych
jedyng dziatalnosciag jest wykrywanie wlo$ni w miegsie metoda opisang w art. 6 rozporzadzenia
wykonawczego Komisji (UE) 2015/1375 z dnia 10 sierpnia 2015 r.. Zgodnie z art. 40 ust. 1 lit. a
rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) 2017/625 laboratoria wyznaczone nie
majg obowiazku posiadania akredytacji zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17025, pod warunkiem,
ze pozostang pod nadzorem wiasciwego organu lub laboratorium urzgdowego akredytowanego
zgodnie norma PN-EN ISO/IEC 17025.

Wytyczne w zakresie minimalnych zalecen dotyczacych laboratoriow urzedowych
wyznaczonych do wykrywania wlosni przedstawiono w dokumencie dostgpnym na stronie

Komisji Europejskie;j.



2.

Przepisy prawne

Niniejsza instrukcja zostala opracowana zgodnie z ponizszymi przepisami prawa powszechnie

obowigzujgcego, ktore powinny by¢ brane pod uwage przy realizacji niniejszej instrukcji.

Stosowanie niniejszej instrukcji, jako aktu prawa wewngtrznego, nie moze prowadzi¢ do

naruszenia powszechnie obowigzujacych przepisow. Na przepisy niniejszej instrukcji nie nalezy

powotywac si¢ przy rozstrzyganiu o prawach i obowigzkach podmiotoéw prywatnych, gdyz nie jest

dla nich wigzaca.

2.1.

1.

Przepisy Unii Europejskiej:

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r.
w sprawie kontroli urzedowych i innych czynno$ci urzegdowych przeprowadzanych w celu
zapewnienia stosowania prawa zywnosciowego 1 paszowego oraz zasad dotyczacych zdrowia
1 dobrostanu zwierzat, zdrowia roslin i Srodkéw ochrony ros$lin, zmieniajace rozporzadzenia
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, (WE) nr 396/2005, (WE) nr 1069/2009,
(WE) nr 1107/2009, (UE) nr 1151/2012, (UE) nr 652/2014, (UE) 2016/429 i (UE) 2016/2031,
rozporzadzenia Rady (WE) nr 1/2005 i (WE) nr 1099/2009 oraz dyrektywy Rady 98/58/WE,
1999/74/WE, 2007/43/WE, 2008/119/WE 1 2008/120/WE, oraz uchylajace rozporzadzenia
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 854/2004 i (WE) nr 882/2004, dyrektywy Rady
89/608/EWG, 89/662/EWG, 90/425/EWG, 91/496/EWG, 96/23/WE, 96/93/WE 1 97/78/WE
oraz decyzj¢ Rady 92/438/EWG (rozporzadzenie w sprawie kontroli urzedowych),
Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2015/1375 z dnia 10 sierpnia 2015 r.
ustanawiajace szczegodlne przepisy dotyczace urzedowych kontroli w odniesieniu do wlo$ni

(Trichinella) w migsie (Dz. Urz. UE L 212 z11.8.2015, str. 7-34 z p6zn. zm.).

. Przepisy krajowe:

Ustawa z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej (Dz. U. z 2020 r. poz. 285),
Ustawa z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chordb
zakaznych zwierzat (Dz. U. z 2020 r. poz. 1421),

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 22 kwietnia 2004 r. w sprawie
zakresu czynno$ci wykonywanych przez osoby niebgdace pracownikami Inspekcji

Weterynaryjnej oraz kwalifikacji tych osob (Dz.U. Nr 89, poz. 860).



2.3. Inne dokumenty

Ponizsze dokumenty, w catosci lub w czgsci, sg przywotywane w tej instrukcji 1 sg niezbedne do

jej prawidlowego stosowania. W przypadku odniesien z datg obowigzuje tylko cytowana edycja.

Dla odwotan niedatowanych, obowigzuje najnowsze wydanie powolanego dokumentu

(z uwzglednieniem zmian).

1.

— W

Norma PN-EN ISO 18743:2015, - Mikrobiologia tancucha zywnosciowego. Wykrywanie
larw wtosni Trichinella w migsie metoda wytrawiania,

Norma ISO 7218:2007, Mikrobiologia zywnosci i pasz dla zwierzat - Ogoélne wymagania
1 wytyczne dotyczace badan mikrobiologicznych,

Norma PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 Ogo6lne wymagania dotyczace kompetencji
laboratoriow badawczych 1 wzorcujacych,

Przewodnik Migdzynarodowej Komisji Wtosnicowej (ICT), ,,Quality Assurance in Digestion
Testing Programs dla wto$ni ”, Zalecenia i wytyczne. 2012,

Podrecznik diagnostyczny Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE), rozdziat 2.1.16 -
»Wtosnica”, Podrecznik diagnostyczny Testy i1 szczepionki dla zwierzat ladowych. 7 edycja.
2012,

Wytyczne w zakresie minimalnych zalecen dotyczacych laboratoriow urzedowych
wyznaczonych do wykrywania wlosni (Trichinella) w migsie

(https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/biosafety fh legis guidance min-

recom-trichinella-meat pl.pdf).

Definicje

. Larwy mig¢éniowe Trichinella spp. (ML) - pierwsze stadium larwalne (L1) nicieni nalezacych

do rodzaju Trichinella, ktére znajduja si¢ w mi¢$niach zwierzat.

Metoda wytrawiania (MW) - metoda wykrywania larw wilosni w tkance mig¢sniowe;j
polegajaca na rozpuszczeniu tkanki mig$niowej w sztucznym soku zoladkowym w wyniku
ktérej zostaja uwolnione larw wto$ni. W kolejnych etapach ptyn z larwami poddawany jest
filtracji i sedymentacji az do wykrycia larw pod mikroskopem.

Liczba larw wtosni w jednym gramie (Ipg) - liczba larw Trichinella spp. obecnych w jednym
gramie badanej tkanki mig$niowe;.

Probka zewnetrzna — oznacza probke pobrang w innym miejscu niz lokalizacja laboratorium
do badania migsa na obecnos¢ wlosni metoda MW (probki dostarczone przez mysliwych lub

z uboju gospodarczego).


https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/biosafety_fh_legis_guidance_min-recom-trichinella-meat_pl.pdf
https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/biosafety_fh_legis_guidance_min-recom-trichinella-meat_pl.pdf

5. Miejsca predylekcyjne — oznacza miejsca (grupy migéni) szczegdlnie narazone na
wystepowanie wtosni.

6. Laboratorium — oznacza laboratorium wyznaczone przez Gléwnego Lekarza Weterynarii
zgodnie z art. 25 ust. 4 ustawy o Inspekcji Weterynaryjnej, do badania mig¢sa na obecno$¢
wlosni przy wykorzystaniu metody MW wraz z objetymi tym wyznaczeniem pracowniami
badania migsa na obecno$¢ wiosni.

7. Europejskie Laboratorium Referencyjnego ds. pasozytéw (EURLP) — laboratorium
referencyjne Unii Europejskiej, o ktorym mowa w art. 92 rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r.

8. Krajowe Laboratorium Referencyjne (KLR) - krajowe laboratorium referencyjne, o ktérym
mowa w art. 100 rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15

marca 2017 r.

4. Zasada metody
4.1. Wiadomosci ogélne

Metoda wytrawiania, jest uznang metoda referencyjng (patrz OIE, Terrestrial Manual 2012,
rozdziat 2.1.16 - Trichinellosis, str. 307). Zasada metody jest enzymatyczne rozpuszczenie tkanki
migsniowej w plynie wytrawiajacym w sktad ktorego wchodza pepsyna i kwas solny, w wyniku
ktorej zostajg uwolnione larwy mig¢$niowe. Larwy te sg odzyskiwane po serii sedymentacji i, o ile
konieczne, doczyszczaniu probki.

Czuto$¢ metody wytrawiania warunkowana jest masa probki (probki o masie 1 g umozliwia
wiarygodne wykrycie zarazenia >3 lpg, badanie probek o masie od 3 g do 5 g umozliwia
wiarygodne wykrycie >1 Ipg). Czuto$¢ metody zalezy réwniez od innych czynnikow takich jak
rodzaj mig$ni wybranych do badania i umiej¢tnosci osoby przeprowadzajacej badanie. W celu
ochrony zdrowia konsumentéw laboratorium powinno osiggna¢ czuto$¢ metody na poziomie od
1 do 3 Ipg badanej tkanki migsniowej. Poziom ten mozliwy jest do osiggniecia pod warunkiem
pobrania odpowiedniej masy probki z miejsc predylekcyjnych. Ze wzgledu na to, ze w metodzie
wytrawiania wspomaganego mieszadlem magnetycznym nie jest mozliwe Kkorzystanie
z wewnetrznej kontroli jako$ci, najwigksze znaczenie dla czutosci metody maja opisane ponizej

elementy kluczowe.



4.2. Masa probki

Na potrzeby Inspekcji Weterynaryjnej (IW) z kazdej tuszy przeznaczonej do spozycia
nalezy pobra¢ probke z miejsc predylekcyjnych (zatacznik A), a masa probki powinna by¢ oparta
na ocenie ryzyka przez wtasciwy organ, lecz nie moze by¢ mniejsza niz 1 g tkanki mig$niowe;j

Swin.

4.3. Rozdrabnianie

Probki tkanki mie$niowej rozdrabnia si¢ za pomoca blendera w celu zwigkszenia
powierzchni podatnej na dzialanie enzymu. Procedur¢ rozdrabniania nalezy zoptymalizowa¢ tak
by tempo rozpadu enzymatycznego tkanki migsniowej bylo jak najwigksze.
UWAGA: Zbyt mate rozdrobnienie moze przyczynic¢ sie do spowolnienia procesu wytrawiania

podczas gdy zbyt duze rozdrobnienie moze prowadzié do uszkodzenia larw.

4.4. Przygotowanie plynu wytrawiajacego

Pepsyna jest dostepna w handlu w postaci proszku, granulatu i cieczy. Pepsyne nalezy
przechowywa¢ zgodnie z zaleceniami producenta a jej aktywno$¢ musi by¢ potwierdzona
certyfikatem i opinig KLR !
UWAGA: Zastosowanie plynnej pepsyny minimalizuje ryzyko wystgpienia reakcji alergicznych

wsrod personelu laboratorium.

4.5. Proces wytrawiania

Zywe larwy wloéni s3 odporne na dziatanie ptynu wytrawiajacego (w sktad ktérego wchodzi
pepsyna i1 kwas solny) i1 dlatego mozna je odzyska¢ bez zadnych strat. Martwe larwy wto$ni moga
zosta¢ uszkodzone w procesie wytrawiania. Aby uzyska¢ maksymalng skutecznos$¢ procesu
wytrawiania musi by¢ zachowany odpowiedni stosunek masy tkanki mig¢$niowej do plynu
wytrawiajacego 1:20. W trakcie catego procesu wytrawiania nalezy utrzymywaé temperaturg
45+2°C2. Czas potrzebny na przeprowadzenie prawidlowego procesu wytrawiania tkanki
mig$niowej $win, nie moze by¢ krotszy niz 30 minut, jednak w przypadku badania probek migsni
mniej podatnych na proces trawienia, np.: probek z tusz macior, tusz dzikich zwierzat, tkanki

migsniowej jezyka (zatacznik A), nalezy wydluzy¢ czas trawienia. W przypadku gdy nie zostanie

I 'Kazda partia pepsyny jest oceniana przez KLR (Opinia o skutecznosci trawienia)
2 Zgodnie z PN-EN ISO 18743:2015-11 temperatura pltynu wytrawiajacego powinna si¢ mieéci¢ w zakresie 45 +2°C,
jednak zalecany przez KLR zakres wynosi 44-46°C



zatwierdzone inaczej dla konkretnej matrycy, taczny czas wytrawiania nie powinien przekroczy¢
60 minut.

UWAGA: Jesli warunki czasowo-temperaturowe sq nizsze niz wymagane wartosci, moze nastgpic
niepetne wytrawienie tkanki migsniowej. I odwrotnie, podwyzszona temperatura (powyzej 50°C)

lub przedtuzony czas wytrawiania mogg spowodowac uszkodzenie larw lub inaktywacje pepsyny.

4.6. Filtracja plynu po wytrawianiu

Po wytrawieniu ptyn przesacza si¢ przez sito o odpowiedniej srednicy oczek umozliwiajacych
swobodny pasaz larw i1 zatrzymanie niestrawionych resztek tkanek. Sitka powinny by¢ wolne od
zanieczyszczen a przed uzyciem nalezy je wstepnie zwilzy¢, aby umozliwi¢ szybki przeptyw
ptynu wytrawiajacego. Po zakonczeniu filtracji nalezy sprawdzi¢ czy ilo$¢ osadu nie przekracza

5% pierwotnej masy probki'.

4.7. Sedymentacja plynu po wytrawianiu

Sedymentacja ptynu po wytrawianiu jest procesem, ktory przebiega w dwuetapowo.
Sedymentacj¢ pierwotng przeprowadza si¢ w rozdzielaczu stozkowym natomiast sedymentacje
wtorng w cylindrze miarowym. W obu etapach nastgpuje opadanie i koncentracja larw w osadzie.
Czasy sedymentacji pierwotnej i wtorej wynoszg odpowiednio 30 i 10 minut. Czas sedymentacji
martwych larw wloéni (np.: zabitych w procesie mrozenia) jest nieco dtuzszy (zalacznik B).
Jesli czas sedymentacji jest krotszy niz okreslono powyzej, nie wszystkie larwy zdaza opas¢ 1 nie

zostang znalezione w badanym osadzie.

4.8. Badanie mikroskopowe

Badanie mikroskopowe osadu wtéornego umozliwia doswiadczonemu analitykowi
rozpoznanie larw wtosni 1 odroznienie ich od wielu innych nicieni lub artefaktéw. Znajomosé
podstawowych cech morfologicznych larw witos$ni, w tym ich wielkosci (0,7-1,1 mm dhugosci
1 0,03 mm szerokosci), ksztaltu 1 koloru sg niezbedne do wykonania badania (patrz rys. C.1 1 C.2).
Najbardziej charakterystyczng cecha larw wlosni, jest budowa stichosomu widoczna pod
mikroskopem w postaci szeregu komoérek okotogardzielowych wyscietajacych przetyk i zajmujac
przednia polowg ciata. Larwy wilosni moga by¢ zwinigte (gdy badany ptyn jest zimny) lub

ruchliwe (po podgrzaniu), martwe larwy moga przybiera¢ ksztatt litery ,,C”.

I'KLR zaleca ocen¢ wizualng zamiast wagowe;j.
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Potwierdzeniem kwalifikacji analityka do wykonywania badan urzgdowych jest wykonanie
badania z wuzyciem probek wzbogaconych (udzial w badaniach bieglosci, badaniach
migdzylaboratoryjnych) oraz umiejetnos¢ identyfikacji larw. Analitycy powinni by¢
kwalifikowani na podstawie wynikdw uzyskanych w badaniach bieglosci zgodnie z wytycznymi

ICT.

4.9. Potwierdzanie wynikow badan

W przypadku uzyskania wynikéw pozytywnych lub watpliwych nalezy potwierdzi¢
i zidentyfikowa¢ larwy na poziomie gatunku. Badanie to powinno by¢ wykonane przez
wykwalifikowany personel w laboratorium referencyjnym, zgodnie z dyspozycja zawartg
w ,,Zaleceniach Wytycznych ICT dla zapewnienia jako$ci w programach badan trawienia wio$ni

”Czg8¢ 1 - Zapewnienie jakosci w badania rutynowych na obecno$¢ wtosni”.

5. Odczynniki

1. Woda wodociggowa, podgrzana do temp. okoto 47°C+2!

2. Kwas solny (25%, stezenie molowe: 7,8—7,9 lub inne stezenie)?.

3. Pepsyna (proszek lub granulat o aktywnosci: 1: 10.000 NF, 1: 12.500 BP, 2.000 FIP;
plynna: 660 U / ml)>.

4. Etanol (70% do 90% alkoholu etylowego).

5. Podchloryn sodu.*

6. Wyposazenie laboratorium

Wyposazenie laboratorium powinno by¢ adekwatne do liczby wykonywanych dziennie
badan. W laboratorium powinien by¢ dostgpny, co najmniej jeden dodatkowy zestaw do badan.
Zaleca sig¢, aby wyposazenie dodatkowe byto sprawne i poddawane okresowym przegladom
i konserwacji’. W zalezno$ci od liczby wykonywanych badan, laboratorium powinno ustali¢

przyblizony czas zuzycia materiatow (np. nozy, nozyczek, peset, ostrzy tnacych rozdrabniaczy,

I KLR zaleca by woda przed badaniem miata temperature ok. 48°C

2 Uzycie kwasu solnego technicznego spowoduje destrukcje larw ze wzgledu na obecno$é resztek kwasu siarkowego.
3 Kazda partia pepsyny w obrocie jest badana przez KLR i posiada opini¢ o przydatnosci do badania

4 Jezeli do zabicia larw stosuj¢ sie gorgcg wode lub podgrzanie to podchloryn nie jest niezbedny. Wadg podchlorynu
jest bardzo krotki okres trwatosci wynoszacy okoto 1 miesiaca

> Zestaw ,,awaryjny” moze znajdowac si¢ w powiatowym inspektoracie i by¢ dostepny dla laboratoriow terenowych.
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mieszadel magnetycznych, sit, szkla laboratoryjnego), ktore nalezy systematycznie odnawiac¢ lub
wymienia¢. Zawsze powinien by¢ dostepny ich okreslony zapas przy czym nalezy uwzglednié
okres pomigdzy zamowieniem a dostawg materialdéw. Materiaty eksploatacyjne (jednorazowe
1 odczynniki chemiczne) nalezy przechowywaé¢ w odpowiednich szafkach. Nalezy cyklicznie
sprawdza¢ terminy wazno$ci odczynnikow i przechowywaé je w warunkach okre§lonych przez
producenta. Laboratorium powinno posiada¢ wykaz kwalifikowanych dostawcow ustug
1 materialow (np. mikroskopow, wag, mieszadet magnetycznych) oraz podmiotow
konserwujacych 1 obstugujacych.

Do badania nalezy uzywa¢ odczynnikow, ktore uzyskaly pozytywna opini¢ Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego 1 zostaly umieszczone
w wykazie wyrobow do diagnostyki in vitro stosowanych w medycynie weterynaryjnej, ktory
prowadzi Gtéwny Lekarz Weterynarii. Wykaz wyrobow do diagnostyki in vitro stosowanych
w medycynie weterynaryjnej udost¢pniony jest na stronie administrowanej przez Glowny
Inspektorat Weterynarii.

Laboratorium powinno by¢ wyposazone w podstawowy sprzet laboratoryjny zgodnie z norma
ISO 7218"), w szczegdlnosci:

1) oznakowane tacki do pobierania lub plastikowe torebki na probki;

2) noze, nozyczki do nacinania prébek i usuwania tkanek niepoddajacych si¢ trawieniu,

3) waga umozliwiajgca pomiar masy w przedziale od 1 g do 115 g z doktadnos$cig pomiaru

rowng 0,1 g;

4) blender szklany, plastikowy lub stalowy z ostrym nozem do siekania (regularnie

konserwowany i/lub wymieniany);

5) mieszadto magnetyczne z regulowang termostatem ptyta grzejng lub mieszadlo

magnetyczne umieszczone w cieplarce;

6) termometry:

a) termometr umozliwiajacy pomiar temperatury cieczy w zakresie co najmniej od 20°C do

70°C 1 o doktadnosci pomiaru temperatury nie gorszej niz 0,5°C;

b) termometr umozliwiajgcy pomiar temperatury pomieszczenia, w ktorym wykonywane

jest badanie, umozliwiajacy pomiar temperatury w przedziale co najmniej od 10°C do

40°C o doktadnosci pomiaru nie mniejszej niz 1°C;

I PN-EN ISO 7218:2008 Mikrobiologia zywnosci i pasz -- Wymagania ogdlne i zasady badan mikrobiologicznych
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c) termometr umozliwiajacy pomiar temperatury chtodziarce, w ktorej przechowywana jest
pepsyna, o zakresie pomiarowym co najmniej od 0°C do 15°C z doktadnoscig pomiaru
nie mniejszej niz 1°C;

7)  mieszadetko — tzw. dipol (minimalna dtugo$¢ 5 cm);

8) zlewki szklane (o pojemnosci minimum 31);

9) folia aluminiowa lub wieczka do przykrycia gornej czgsci szklanej zlewki;

10) lejki (szklane lub stalowe o $rednicy odpowiedniej do $rednicy sitek nie mniej jednak niz
15cm)};

11) sitka wykonane ze stali nierdzewnej lub mosiagdzu, o oczkach o $rednicy od 180 um do
200 pm ($rednica sitka okoto 10 cm lub wigksza)2;

12) szklane stozkowe rozdzielacze o pojemnos$ci co najmniej 2,5 litra, w miar¢ mozliwosci
zaopatrzone w teflonowe zatyczki bezpieczenstwa.3;

13) cylindry miarowe szklane (50 ml lub 100 ml);

14) szalki Petriego (o $rednicy okoto 90 mm), z naniesiong siatkg 1x1 cm, rynienki do
liczenia larw lub rownowazny sprzet do liczenia larw. Rynienki do liczenia larw (do
stosowania z trychinoskopem) wykonana z akrylowych plytek;

15) stereomikroskop z regulowanym zrodtem $wiatla przechodzacego lub trychinoskop
z poziomym stotem. Funkcja przechwytywania i przechowywania obrazu (kamera) jest
zalecana by udokumentowa¢ wyniki watpliwe, ale nie wymagana,;

16) pipety o pojemnosci 1 ml, 10 ml i 25 ml, ewentualnie urzadzenia do dozowania kwasu
(dozowniki butelkowe o doktadno$ci odmierzania nie gorszej niz 0,5 ml);

17) fiolki np. eppendorfki do zbierania wyizolowanych larw o pojemnos$ci od 1 do 2ml;

18) odwazniki wzorcowe o masie 1 g/ 50 g/ 100 g o klasie nie nizszej niz M1;

19) czasomierz lub minutnik umozliwiajacy pomiar czasu w zakresie od 1 do 60 minut.

UWAGA: Nie zaleca sie stosowania plastikowych ani teflonowych zlewek, rozdzielaczy czy lejkow

poniewaz szorstka powierzchnia i tadunek elektrostatyczny mogq przyczyniaé si¢ do przylegania

larw do ich powierzchni.

I Obecnie w laboratoriach stosowane sg lejki o $rednicy 12cm. KLR proponuje stopniowa wymiang lejkow na

wigksze.

2 Majac na uwadze wieloletnie doswiadczenie KLR zaleca stosowanie sitek stalowych.

3 PN-EN ISO 18743:2015-11 zaleca stosowanie rozdzielaczy o pojemnosci 2,51 (dostepne w handlu rozdzielacze

o deklarowanej poj. 2 1 w rzeczywistosci posiadaja pojemnos$¢ 2,51 lub wigksza) KLR zaleca sprawdzenie pojemnos$ci

posiadanych rozdzielaczy i ich stopniowa wymiang..
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Wyposazenie laboratorium powinno by¢ regularnie czyszczone i wolne od wszelkich
zanieczyszczen (szczegélnie wymienione w pkt. 6.2, 6.4 1 6.11), na ktérym obecnos¢
zanieczyszczen moglyby spowodowaé przywieranie larw lub przeniesienie ich z poprzedniego
badania.

UWAGA: Trychinoskop powinien by¢é poddawany przeglgdowi przez upowazniong osobe, zgodnie
z harmonogramem jednak nie rzadziej niz Ix rok.

Na kilka minut przed rozpoczeciem badania z uzyciem trychinoskopu nalezy urzqdzenie wigczyc

by podgrzac jego elementy optyczne.

7. Pobieranie probek, etykietowanie i transport
Pobieranie probek, etykietowanie 1 transport nie s3 czescig metody okreslonej w normie
PN-EN ISO 18743:2015, - Mikrobiologia tancucha zywnosciowego. Wykrywanie larw wto$ni
Trichinella w migsie metodg wytrawiania, jednak podstawowe zasady zostaly przedstawione
w zalagczniku A. Jes$li nie ma okreslonych norm mig¢dzynarodowych dotyczacych pobierania
probek tusz zwierzat lub ich czgsci, zaleca sig, aby zainteresowane strony porozumiaty si¢ w tej
sprawie. W celu uzyskania wymaganej czuto$ci do badania wtosni odpowiedniag mase probki
miegsni nalezy pobra¢ z mig¢éni predylekcyjnych (zatacznik A). Probki pierwotne migéni pobrane
z tusz do badania metodg wytrawiania powinny mie¢ mas¢ co najmniej dwukrotnie wicksza
od masy probki laboratoryjnej (pozwala to personelowi laboratorium na pobranie probek do badan
o odpowiedniej masie wolnych od powiezi i tkanki migsniowej). Przed przyjeciem probek do
badan, personel laboratoryjny zobowigzany jest sprawdzi¢ przydatno$¢ probki do badan (mase,
zawartos¢, stan, etykiete¢ i zgodno$¢ z dokumentami przesylowymi - zgodnie z PN-EN ISO
7218:2008, 8.3"). Probki miesni nalezy zbadaé tak szybko, jak to mozliwe lub przechowywaé
w temperaturze od 2°C do 8°C, aby spowolni¢ rozktad, (nalezy unika¢ zamrazania probek).
Kierownik laboratorium w danym zaktadzie powinien:
1) w wyrazny sposob okresli¢c odpowiedzialno$¢ za identyfikowalno$¢ probek od momentu
ich pobrania z tusz do ich przyjecia w laboratorium;
2) opisa¢ sposob zapewnienia identyfikowalnosci probek w laboratorium, od momentu ich
przyjecia w laboratorium po proces zarzadzania wynikami badania;
3) zapewni¢ dowody w odniesieniu do identyfikacji, gromadzenia, indeksowania,
dostgpnosci, ewidencjonowania, przechowywania, utrzymywania i usuwania dokumentacji

technicznej;

I PN-EN ISO 7218:2008 Mikrobiologia zywnosci i pasz -- Wymagania ogdlne i zasady badan mikrobiologicznych
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4) przechowaé zapiski techniczne z badan, dokumentacj¢ osobowa i kopie wszystkich
sprawozdan z badan za dany okres. Dokumentacja dotyczaca kazdego badania powinna
obejmowa¢ tozsamo$¢ osoby odpowiedzialnej za przeprowadzenie badania
1 sprawdzenie wynikow;

5) przedstawi¢ dowody w postaci wiarygodnego dokumentu wykazujacego powigzanie
migdzy tuszami, pobranymi probkami, prowadzeniem badan 1 wynikami, jak réwniez
procedurami zarzadzania wynikami dodatnimi zgodnie z rozdziatem II art. 7 ,Plany
interwencyjne” rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2015/1375. W dokumentach systemu
jakosci laboratorium powinno opisa¢ sposob postgpowania z probkami, w tym kryteria ich

akceptowalnosci, ich identyfikacje, przechowywanie, dekontaminacje i utylizacje.

8. Przygotowanie probki

Probki laboratoryjne do badan nie mogg zawieral tluszczu, $ciggien ani powiezi. Jesli
wykonuje si¢ badanie migé$ni jezyka, przed badaniem nalezy usuna¢ twarda niestrawng wierzchnig
warstwe. Minimalna masa prébki - masa probki do badania metodg wytrawiania wspomaganego
mieszadtem magnetycznym jest okreslana przez wiasciwy organ (patrz ,,Wytyczne ICT Zalecenia
dotyczace zapewnienia jakoSci w programach badan migsa na obecno$¢ witosni metoda
wytrawiania”, Cze$¢ 5. Zalecenia dotyczace podstawowych zasad i minimalnych wymagan
dotyczacych badan wilosni program certyfikacji laboratorium - B.6 Pobieranie i postepowanie
z probkami)!?. Pojedyncze probki mozna tagczy¢ tak by maksymalna masa migéni w puli
przeznaczonej do trawienia wynosita 100 g, (dopuszcza si¢ w wyjatkowych sytuacjach
zwigkszenie masy probki zbiorczej do 115 g i konsekwentnie w przypadku badania probki
zbiorczej o masie 50 g dopuszczalne jest zwiekszenie masy probki zbiorczej do 57,5 g)®. Probka
zbiorcza o masie wigkszej niz 15 g musi by¢ badana jako oddzielna probka zbiorcza. Zaleca sig,

by w takim przypadku zwigkszy¢ mas¢ pojedynczych probek az do uzyskania masy 50 g.

I KLR zaleca by z tusz $wifi pobiera¢ probki o masie przynajmniej 1g z filarow przepony. Od macior i knuréw nalezy
pobra¢ o masie przynajmniej 2 g z filarow przepony. W przypadku braku filarow przepony pobiera si¢ probke o masie
dwukrotnie wigkszej — 2 g (lub 4 g w przypadku hodowlanych macior i knuroéw) z czgsci zebrowej lub mostkowej przepony,
lub z mig$ni zuchwowych, migsni jezyka lub z migéni brzusznych.

2 W przypadku badania kawalkéw migsa pobiera si¢ probke o masie przynajmniej 5 g z miesni poprzecznie prazkowanych,
o matlej zawartosci thuszczu oraz, w miar¢ mozliwosci, z miejsca w poblizu kosci lub $ciggien. Probke o tej samej masie
nalezy pobra¢ z migsa, ktore nie bedzie poddawane pelnej obrobcee cieplnej, lub nie jest przeznaczone do innych rodzajow
przetwarzania poubojowego.

3 Stanowisko Europejskiego Laboratorium Referencyjnego ds. pasozytow
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W przypadku probki zbiorczej o masie mniejszej niz 50g objetos¢ plynu wytrawiajacego
1 sktadniki mozna odpowiednio zmniejszy¢ do 1 1. Waga uzywana przy pobieraniu probek
powinna by¢ kazdorazowo wytarowana przed pobraniem probki. Zaleca si¢ sprawdzenie wagi np.
odwaznikiem 1g. Wskazania wagi przy sprawdzeniu odwaznikiem powinny mie$ci¢ w granicach
btedu wskazan wagi okre§lonego w $wiadectwie wzorcowania z uwzglednieniem niepewnosci

pomiaréw przy wzorcowaniu wagi 1 niepewnosci wzorcowania odwaznika.

9.  Procedura wykonania badania
9.1. Schemat wykonania
Ogodlny schemat wykonania badania metoda wytrawiania wspomaganego mieszadlem

magnetycznym przedstawiono na rysunku C.1.

9.2. Rozdrabnianie

Aby utatwi¢ proces rozdrabniania probek do rozdrabniacza nalezy doda¢ niewielkg ilo$¢ (50
ml do 100 ml na 100g probki miesni) pltynu wytrawiajgcego o temperaturze okoto (45°C + 2°C)!.
Proces rozdrabniania nalezy zakonczy¢ w chwili gdy cale migso zostanie doktadnie rozdrobnione
(zwykle wystarczaja trzy cykle rozdrabniania trwajace od 5s do 10s). Rozdrabniania nie nalezy

prowadzi¢ zbyt dlugo poniewaz moze ono prowadzi¢ do uszkodzenia larw.

9.3. Przygotowanie plynu wytrawiajacego

Pepsyna stosowana do przygotowania pltynu wytrawiajagcego musi posiada¢ wymagang
aktywno$¢ (patrz 5.3). Do kazdej analizy nalezy przygotowaé swiezy ptyn wytrawiajacy. Etap
przygotowania ptynu wytrawiajacego uwaza si¢ za punkt krytyczny metody.
1. 16 = 0,5 ml kwasu chlorowodorowego dodaje si¢ do zlewki o pojemnosci 3 litrow
zawierajacej 2,0 litry wody z kranu podgrzanej do temperatury 4648 °C; w zlewce umieszcza si¢
mieszadelko, zlewke umieszcza si¢ na podgrzanej plytce grzejnej i zaczyna si¢ proces mieszania?;
2. Po wstepnym wymieszaniu doda¢ 10 + 0,2 g pepsyny (1: 10.000 NF) lub 30 £ 0,5 ml pepsyny
ptynnej (660 U / ml). 3436

I KLR zaleca stosowanie ptynu wytrawiajagcego o temp. 44-46°C a nie wody kranowej poniewaz dodatek wody
zmienia st¢zenie roztworu

2 Tolerancja zaakceptowana przez rozporzadzenie (UE) 2020/1478

3 Tolerancja zaakceptowana przez rozporzadzenie (UE) 2020/1478
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9.4. Proces wytrawiania

1. Po rozdrobnieniu mig¢so przenosi si¢ do szklanej zlewki o poj. 3 1, w ktorej znajduje si¢ ptyn
wytrawiajacy (patrz 9.3). Scianki i ostrza rozdrabniacza nalezy przeptukaé czystym plynem
wytrawiajagcym aby zapobiec pozostaniu resztek tkanki mig$niowej. Rozdrabniacz nalezy
przeplukac¢ kilkukrotnie, wszystkie ptyny doda¢ do zlewki.

2. Zlewke nalezy przykry¢ folig aluminiowa, aby utrzymac statg temp. 45+£2°C (zalecana temp.
44-46°C) w procesie wytrawiania i zmniejszy¢ parowanie. !

3. Nalezy regularnie monitorowa¢ temperature plynu wytrawiajacego za pomocg termometru.

4. Upewni¢ si¢, ze podczas mieszania ptyn wytrawiajacy obraca si¢ z dostatecznie duza
predkoscia tak, aby utworzy¢ gleboki wir jednak bez rozpryskiwania ptynu.

5. Proces wytrawiania powinien wynosi¢ minimum 30 min; w razie potrzeby czas trawienia
mozna wydluzy¢, nie przekraczajac maksymalnego czasu wytrawiania wynoszacego 60

minut.

9.5. Filtracja plynu po wytrawianiu

Przed rozpoczeciem filtracji:

1. Nalezy upewni¢ sig, ze zawor rozdzielacza jest zamknigty. Umiesci¢ wilgotne sitko w lejku
i ostroznie przela¢ plyn po wytrawianiu (aby unikng¢ przelania i rozlania ptynu)?.

2. Nastepnie przeplukac zlewke 1 sitko dodatkowa niewielka objetoscig wody z kranu (minimum
100 ml) w celu sptukania larw przylegajacych do resztek tkanek lub powierzchni sitka i lejka.

3. Proces wytrawiania uznaje si¢ za zadowalajacy, jezeli na sicie znajdujg si¢ pozostatosci
(sktadajace si¢ z powigzi i tkanki tgcznej) w ilosci nie przekraczajacej 5% pierwotnej masy

probki.

4 Kolejnos¢ dodawania odezynnikow do przygotowania ptynu wytrawiajgcego: 1. woda, 2. kwas solny i 3. pepsyna.
Zachowanie takiej kolejno$ci zapobiega degradacji pepsyny, w wyniku kontaktu ze stezonym kwasem solnym.
SRoztwory podstawowe kwasu solnego sa dostgpne w handlu réwniez w innych stgzeniach niz 25% i moga one by¢
stosowane pod warunkiem spetienia uzyskania odpowiedniej koncentracji w roztworze roboczym. Na przyktad, jesli
stosuje si¢ 37% roztwor kwasu solnego (stgzenie molowe: 12,1) to nalezy go doda¢ w ilosci 11 ml do 2 1 podgrzanej
wody wodociggowe;.

6 Norma PN-EN ISO 18743:2015-11 dopuszcza mozliwo$¢ stosowania pepsyny o innej aktywno$ci, pod warunkiem,
ze koncowa aktywno$¢ w plynie wytrawiajacym jest rownowazna aktywnosci 10g pepsyny o mocy 1: 10.000 NF
rozpuszczonej w 21 plynu.

I'KLR zaleca badanie w temperaturze 44-46°C (badania wiasne).

2 Norma PN-EN ISO 18743:2015-11
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4. Jesli na sitku pozostaja resztki tkanek w ilo$ci przekraczajacej 5% pierwotnej masy probki

nalezy powtorzy¢ badanie!.

9.6. Sedymentacja plynu po wytrawianiu w rozdzielaczu
Ptyn po wytrawianiu nalezy pozostawi¢ na 30 minut w rozdzielaczu.
UWAGA: Zaleca si¢ delikatne opukanie scian rozdzielacza (np. co 10 minut) co utatwia osiadanie

larw na dnie rozdzielacza.

9.7. Zbieranie osadu pierwotnego i wtornego

1. Po 30 minutach sedymentacji spusci¢ z rozdzielacza 40 ml ptynu (osad pierwotny) do
cylindra miarowego starajgc si¢ otworzy¢ w pelni zawor rozdzielacza. Catkowite 1 szybkie
otwarcie zaworu zapobiega pozostaniu larw na krawedziach zaworu. W przypadku gdy
przeptyw jest zbyt staby larwy moga pozosta¢ na krawedziach i $ciankach rozdzielacza?. Je$li
objetos¢ pierwotnego osadu jest zbyt mata, larwy moga pozosta¢é w ptynie w rozdzielaczu
1 nie znajda si¢ w badanym preparacie. I odwrotnie, jesli objetos¢ osadu pierwotnego jest zbyt
duza moze wystgpowac nadmierne zanieczyszczenie utrudniajace badanie preparatu. Cylinder
miarowy z zebranym osadem w ilo$ci 40 ml odstawi¢ na 10 min. Jesli czas sedymentacji jest
zbyt krotki, larwy moga nie mie¢ wystarczajagco duzo czasu by opas$¢ na dno cylindra i
w efekcie moga zosta¢ niewykryte. W trakcie sedymentacji nalezy unika¢ przemieszczania
cylindra miarowego.

2. Po uptywie 10 minut nalezy ostroznie, stopniowo odessa¢ z powierzchni 30 ml plynu
pozostawiajac na dnie cylindra miarowego ptyn i osad w objetos¢ 10 ml (osad wtdrny).
Jezeli analityk uzna, ze ptyn wytrawiajacy nie jest dostatecznie przejrzysty, aby mogt zostac
zbadany, mozna przeprowadzi¢ doczyszczanie probki (do 10 ml osadu doda¢ 30 ml wody
wodociggowej, odstawi¢ na 10 min i ponownie odessa¢ 30 ml supernatantu z powierzchni
ptynu).

4. Osad wtérny nalezy przela¢ do rynienki do liczenia larw lub szalki Petriego z naniesiong
podziatka. W celu usunigcia larw ktére mogly pozosta¢ na wewnetrznej powierzchni cylindra

miarowego nalezy go przeptuka¢ 10 ml wody a nastepnie doda¢ do badanej probki.

' Norma PN-EN ISO 18743:2015-11 dopuszcza dodatkowe wytrawianie pozostatlego materiatu, to jednak taki sposob
postepowania nie zalecany przez KLR.

2 Sprawdzenie rozdzielaczy zgodnie z zaleceniami KLR
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5.

Powstate w ten sposob 20 ml ptynu nalezy wstawi¢ w ptytce Petriego lub rynience pod
mikroskop/trychinoskop 1 odstawi¢ na co najmniej 1 minute by larwy osiadly na dnie przed

przystapieniem do badania mikroskopowego.

9.8. Badanie mikroskopowe

Przed rozpoczeciem badania nalezy oceni¢ przejrzystos¢ plynu wytrawiajacego za pomoca

stereomikroskopu lub trychinoskopu przy powiekszeniu od 10x do 20x!.

Ptyn uwaza si¢ za dostatecznie przejrzysty jezeli linie siatki podziatki rynienki lub szalki

Petriego sa dobrze widoczne. Przejrzystos¢ plynu mozna rdwniez oceni¢ na podstawie mozliwosci

przeczytania drukowanego tekstu podtozonego pod szalke Petriego lub rynienke.

Jesli osad wtorny nie jest wystarczajaco przejrzysty, aby umozliwi¢ tatwa identytikacje larw,

nalezy:

1) do czystego cylindra miarowego przenie$¢ osad wtdérny a szalke lub rynienke optuka¢ woda
wodociggowa i doda¢ do osadu wtérnego do catkowitej objetosci okoto 40 ml;

2) pozostawi¢ do sedymentacji na 10 min;

3) ostroznie pobra¢ supernatant z powierzchni ptynu i pozostawiajac objetos¢ 10 ml. Uzyskany
osad przenies¢ do rynienki lub szalki Petriego;

4) przeptuka¢ cylinder miarowy woda kranowa w ilo$ci 10 ml, poptuczyny doda¢ do badane;j
probki;

5) minimalny czas badania produktow trawienia niezaleznie czy jest ono wykonywane pod
mikroskopem czy trichinoskopem wynosi 10 min.> W trakcie badania nalezy zachowaé
szczegolng ostrozno$¢ by uniknaé przemieszczania si¢ ptynu w badanym preparacie;

6) badanie nalezy wykona¢ bezposrednio po trawieniu; jesli nie jest to mozliwe, rynienka lub
szalka Petriego powinna by¢ przechowywana w stanie schtodzonym, a produkty trawienia
powinny by¢ zbadane tego samego dnia w ktorym wykonano wytrawianie;

7) wszystkie probki, w ktorych podejrzewa si¢ wystgpowanie wtosni lub innych pasozytow

nalezy podda¢ badaniu w powiekszeniu od 60x do 100x (zatgcznik C);

I Powigkszenie robocze trychinoskopu wynosi 50-60x z mozliwoscig zwigkszenia do 80-100x

2 Norma PN-EN ISO 18743:2015-11 wprowadza minimalny czas badania probek pod trychinoskopem— 10 minut
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8)

9)

10).

9.9.

w przypadku stwierdzenia dodatniego wyniku na obecno$¢ wilosni, larwy nalezy jak
najszybciej przenies¢ do probowki eppendorfa o pojemnosci od 1 ml do 2 ml 1 uzupeti¢ 70%
- 90% alkoholem etylowym w celu ich konserwacji.! 2;

.nalezy przeprowadzi¢ potwierdzajaca identyfikacje mikroskopowa i molekularng (np.
mPCR) na poziomie gatunku/genotypu znalezionych larw. Badanie to wykonywane jest przez
KLR;

w przypadku uzyskania dodatniego lub watpliwego wyniku badania probki zbiorczej, z kazdej
tuszy $winskiej pobiera si¢ dalsze 20 g probki. Z pobranych probek (20g) tworzy si¢ probki
zbiorcze po 5 probek (100g) i poddaje badaniu metoda wytrawiania. W ten sposob nalezy
przebada¢ 20 probek zbiorczych, kazda sktadajaca si¢ z probek pobranych z tusz 5 $win.
W przypadku wykrycia wiosni w probce zbiorczej od 5 $win, wykonuje si¢ badanie
indywidualne pojedynczych sztuk z grupy. W tym celu z kazdej podejrzanej tuszy nalezy
pobra¢ dalsze 50 g probki i kazda z nich poddaje sie oddzielnemu badaniu.’.

Badanie zwierzat innych niz Swinie

Migso koni, zwierzat fownych oraz innych gatunkéw podatnych na zarazenie wto$niami musi

by¢ poddane badaniu metoda wytrawiania wspomaganego mieszadlem magnetycznym jednak

masa probek pobieranych od tych zwierzat r6zni si¢ od masy probek pobieranych z tusz swin.

l.

Probki o masie przynajmniej 10 g pobiera si¢ z migsni okotojezykowych lub z migsni
zuchwowych u koni, u dzikéw z przepony, przedramienia lub jezyka.

W przypadku koni, gdy brakuje tych mig$ni, pobiera si¢ wigksza probke z filarow przepony.
Probki o masie przynajmniej 5 g poddaje si¢ badaniu metoda wytrawiania. W przypadku

kazdego badania taczna masa probek nie moze przekracza¢ 100 graméw.

I Probki z pasozytami nalezy zakonserwowal w alkoholu etylowym i przesta¢ wraz zpismem przewodnim

(zawierajacym informacje o zarazonym zwierzeciu i jego miejscu pochodzenia) do identyfikacji na poziomie gatunku

na adres:

Krajowe Laboratorium Referencyjne ds. wlosnicy.

Zaktad Parazytologii i Chorob Inwazyjnych, PIWet-PIB w Putawach

Al Partyzantéw 57
24-100 Putawy
tel. (81) 889 3313 lub (81) 889 3314

2 Po uzgodnieniu z KLR mozliwy jest transport probek migsa §wiezego lub mrozonego.

3 Sposob postepowania zalecany przez KLR
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4. W przypadku uzyskania pozytywnego wyniku badania pobiera si¢ kolejng probke o masie 50
g, celem wykonania nast¢pnego niezaleznego badania.

5. Nie naruszajac zasad ochrony gatunkdéw zwierzat, wszystkie gatunki zwierzat townych innych
niz dziki, takie jak niedzwiedzie, migsozerne ssaki (wiaczajac ssaki morskie) oraz gady, bada
si¢ pobierajac 10 g probke migsni predylekcyjnych lub, jezeli nie sa dostgpne nalezy
zwigkszy¢ mase¢ probki dwukrotnie.

Czas trawienia musi by¢ wystarczajacy, aby zapewni¢ wilasciwe trawienie tkanki tych

zwierzat, ale nie moze przekroczy¢ 60 minut.

10. Dokumentacja

Laboratoria zobowigzane s3 do posiadania systemu dokumentacji potwierdzajacej, ze
badanie na obecno$¢ wtosni zostaly wykonane prawidlowo zgodnie z obowigzujacym systemem
zarzadzania jako$cia.

Przyktady zapisow laboratoryjnych przedstawiono w zalaczniku D. Zapisy nalezy
prowadzi¢ na biezgco odnotowujac dzialania wykonane przez analitykéw 1 raporty z badan.
Arkusze robocze powinny zawiera¢ kluczowe informacje pozwalajace na odtworzenie przebiegu
badania, potwierdzenie ze badanie zostalo wykonane przez wykwalifikowany personel, zapisy
wszelkich odchylen i probleméw w badaniu oraz pisemny zapis wynikdw badania. Zapisy te sg
dokumentem o krytycznym znaczeniu dla audytéw jakosci i sledzenia realizacji badan (zatgczniki:

E,FiG).

11. Przedstawienie wynikow
W sprawozdaniu nalezy wskaza¢ tylko obecnos¢ lub brak larw formutujgc wynik np.:
» W badanej probce nie stwierdzono larw wlo$ni”,

,»W badanej prébce stwierdzono obecno$¢ larw wlosni” 1.

W dokumentacji technicznej laboratorium musi natomiast znajdowa¢ si¢ informacja o wyniku
1 masie badanej probki. W zapisach technicznych w laboratorium w przypadku uzyskania wyniku
negatywnego nalezy sformulowa¢ wynik ,w badanej probce/probkach o masie .... nie
stwierdzono larw wilo$ni”. W przypadku wyniku dodatniego ,,w badanej prébce o masie ....

stwierdzono obecnos$¢ larw wlosni”.

"' EURLP stoi na stanowisku, ze w sprawozdaniu koncowym nalezy wskaza¢ tylko obecno$¢ lub brak larw, mase

probki nalezy poda¢ w dokumentacji technicznej laboratorium.
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12. SrodKi bezpieczenstwa

Plyn wytrawiajacy 1 inne plynne odpady pozostawiane sg na tacce do chwili zakonczenia
odczytywania wynikéw. Ptyny (ptyny trawienne, pltyny po plukaniu itp.), oraz szklo i1 inny sprzet,
ktére mogtyby by¢ zanieczyszczone larwami wiloséni, zaleca si¢ podda¢ dekontaminacji poprzez
podgrzanie do temp. 70°C lub alternatywnie metodami chemicznymi (np. stosujgc podchlorynem

sodu w koficowym stezeniu 0,01% przez minimum 3 godziny) przed myciem.!

13. Zapisy dokumentujace realizacj¢ urzedowego badania mi¢sa na obecnos¢ wlosni metoda
wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody MW:

1. Protokot pobrania probek w kierunku wykrycia Trichinella w migsie metodg wytrawiania
probki zbiorczej z zastosowaniem metody MW.

2. Wpis w rejestrze probek dostarczonych do badania w kierunku wykrycia Trichinella w migsie

metoda wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody MW.

14. Badania bieglosci

Laboratoria prowadzace badania na obecno$¢ larw wlosni w migsie powinny regularnie
uczestniczy¢ w badaniach bieglo$ci organizowanych przez Krajowe Laboratoria Referencyjne
1 uzyskiwa¢ w nich zadowalajagce wyniki. W badaniach powinni bra¢ udziat pracownicy
laboratorium zajmujacy si¢ tymi badaniami na co dzien. Czgstotliwos¢ udziatu w badaniach
mozna ustala¢ na podstawie wynikéw uzyskiwanych przez laboratorium w poprzednich badaniach
bieglosci, zgodnie z opinig Krajowego Laboratorium Referencyjnego. Badanie bieglo$ci powinno
obejmowac, co najmniej 3 probki i uznaje si¢, ze zakonczylo si¢ ono powodzeniem, jezeli
wszystkie probki dodatnie sg zidentyfikowane jako dodatnie, i odpowiednio ujemne jako ujemne.
Krajowe Laboratorium Referencyjne, ktore zorganizowalo badania bieglosci przekazuje raport
z otrzymanych wynikéw wlasciwemu wojewddzkiemu lekarzowi weterynarii. W przypadku
niepowodzenia laboratorium powinno przeanalizowaé jego przyczyny, wdrozy¢ odpowiednie
dziatania naprawcze i powtorzy¢ badanie przy uzyciu dodatkowych probek przekazanych przez
Krajowe Laboratorium Referencyjne. W przypadku ponownego niepowodzenia laboratorium,
Gtowny Lekarz Weterynarii po otrzymaniu informacji od Krajowego Laboratorium

Referencyjnego cofa wyznaczenie laboratorium do wykonywania badan na obecno$¢ wiosni.

I Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2015/1375 przewidywato uzycie wody o temp. powyzej 65°C
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15. Wymagania podlegajace kontroli w laboratoriach wyznaczonych

W instrukcji uwzgledniono minimalne zalecenia dla laboratoriow wyznaczonych, ktorych
jedyna dziatalnoscig jest wykrywanie wlo$nia w miesie metoda opisang w art. 6 rozporzadzenia
wykonawczego Komisji (UE) 2015/1375 z dnia 10 sierpnia 2015 r. Zgodnie z art. 40 ust. 1
lit. a rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r.
laboratoria wyznaczone jedynie do wykonywania badan na obecno$¢ wtosni nie majg obowigzku
posiadania akredytacji zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17025, pod warunkiem, ze pozostang
pod nadzorem wlasciwego organu lub laboratorium urzedowego akredytowanego zgodnie normag
PN-EN ISO/IEC 17025, (zatacznik G).

Zgodnie z art. 24 ust. 2 ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1557, z pdzn. zm.) pomieszczenie, w ktorym jest przeprowadzane badanie
laboratoryjne migsa na obecno$¢ wlosni, zwane dalej ,,pracowniag badania mig¢sa na obecnos¢
wlos$ni”, powiatowy inspektorat weterynarii wyposaza w odczynniki i sprzet niezbedny do
prawidlowego przeprowadzenia tego badania, zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE)
nr 1375/2015 z dnia 10 sierpnia 2015 r. ustanawiajace szczegodlne przepisy dotyczace urzedowych
kontroli w odniesieniu do wtosni (7richinella) w migsie.

Zgodnie z art. 24 ust. 3 ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1557, z pdzn. zm.) kierownik zakladu higieny weterynaryjnej lub osoba
przez niego upowazniona kontroluje, czy w pracowni badania mig¢sa na obecno$¢ wilosni sg
spelnione wymagania w zakresie systemu zarzadzania.

W zalaczniku G zostaly opisane szczegotowe parametry podlegajace kontroli, ktdre maja
utatwi¢ Inspekcji Weterynaryjnej nadzor nad pracowniami badania migsa na obecno$¢ wioéni.
Raport z przeprowadzonej kontroli oraz spostrzezenia i wprowadzone dziatania naprawcze nalezy

przesta¢ do wojewddzkiego lekarza weterynarii.

16. Postanowienia koncowe

1. Traci moc instrukcja Gtownego Lekarza Weterynarii GIWpr.0200.1.20.2020 z dnia 20 lipca
2020 r. okreslajacg postepowanie przy wykonywaniu urzedowego badania migsa na wlosnie
metoda wytrawiania probki zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego mieszania na
podstawie rozporzadzenia Komisji (WE) 2015/1375 oraz minimalne wymagania dla laboratoriow
wyznaczonych.

2. Instrukcja wchodzi w zycie z dniem podpisania.
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Zatwierdzit:
Bogdan Konopka

/podpisano elektronicznie/
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17. Zalaczniki:
Zalacznik A
Mie¢snie predylekcyjne

Aby uzyska¢ pozadang czuto$¢ w badaniach na obecno$¢ wlosni u zwierzat domowych lub

dzikich, do badania nalezy pobra¢ probke o odpowiedniej masie z miesni predylekcyjnych

typowych dla danego gatunku.

W tabeli 1 przedstawiono list¢ gatunkéw zwierzat i odpowiadajace im migsnie predylekcyjne.

Masa probki powinna zosta¢ okreslona przez wlasciwy organ w oparciu o ryzyko wystapienia

wlos$ni w tuszach badanych zwierzat, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy na temat badania i celu

badania.

Tab.1 Gatunek zwierzecia i migé$nie predylekcyjne dla larw wiosni

Gatunek zwierzecia

Miesnie predylekcyjne

Swinia (Sus scrofa f. domestica)

filary przepony, mm. szczekowe

Kon (Equs f. caballus)

mm. szczekowe, filary przepony, mm. jezyka

Dzik (Sus scrofa)

filary przepony, mm. przedramienia, mm. jezyka

Pies (Canis lupus familiaris)

filary przepony, mm. szczekowe, mm. jgzyka

Niedzwiedz (Ursus spp.)

filary przepony, mm. szczgkowe, mm. jezyka

Mors (Odobenus spp.)

mm. jezyka

Foka (rodzina Phocidae)

filary przepony,
jezyka

mm. miedzyzebrowe, mm.

Krokodyl (Crocodylus niloticus)

mm. miedzyzebrowe

Lis (Vulpes spp.)

filary przepony, mm. przedramienia, mm. jezyka

Jenot (Nyctereutes procyonoides)

filary przepony, mm. przedramienia, mm. j¢zyka

Probki pierwotne

Probka pierwotna to probka tkanki mi¢$niowej pobranej bezposrednio z tuszy i dostarczona do

laboratorium. Z probki pierwotnej analityk pobiera probke laboratoryjng pozbawiong tkanki

facznej, thuszczu 1 powiezi. Niezaleznie od gatunku badanego zwierzecia zaleca si¢ by masa

probki pierwotnej (z ktorej w laboratorium zostanie wycigta probka wtdrna) byta co najmniej 2x

wigksza niz masa probki laboratoryjne;.

Zaleca si¢ pobranie probek pierwotnych w przej$ciu czesci migsniowej w czgs¢ $ciggnista.

Masa probek pierwotnych nie moze wynosi¢ mniej niz:

- tusze Swini

- tusze macior i knurow
- tusze koni

- tusze dzikow

- inne gatunki

-2g,
-4 g,
- 10°g,
- 10°g,
-10 g.
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Probki wtorne (laboratoryjnej)

Masa probek wtornych pobranych z miejsc predylekcyjnych nie moze wynosi¢ mniej niz:

- tusze $wini -lg,
- tusze macior 1 knuré6w -2g,
- tusze koni - 5%,
- tusze dzikow - 5°g,
- inne gatunki -10 g.

W przypadku braku probek pobranych z miejsc predylekcyjnych konieczne jest zwigkszenie masy
badanych probek! 2 3 4:

I'W przypadku braku probek z miejsc predylekcyjnych mase probki wtérnej nalezy zwiekszy¢ co najmniej 2 krotnie.

2 W przypadku kawalkoéw migsa pobiera si¢ probke o masie przynajmniej 5 g z migsni poprzecznie prazkowanych,
o matlej zawartosci thuszczu oraz, w miare mozliwosci, z miejsca w poblizu kosci lub $ciegien.

3 W przypadku badania probek zamrozonego miegsa lub probek miesni jezyka (po usunieciu warstwy wierzchniej,
ktorej nie mozna wytrawic¢) probki o masie nie mniejszej niz 5 g.

4 Zaleca si¢ zwigkszenie masy probek do 5°g z tusz $win z ktérych migso zostanie przeznaczone do produkcji wedlin

surowych.
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Zalacznik B

Probki w stanie zamrozenia

B.1 Informacje ogolne

Probki mies$ni zwierzat (pozyskane np. w ramach monitoringu zwierzat wolnozyjacych), ktorych
nie mozna zbada¢ bezposrednio po pozyskaniu mozna utrzymaé przez kilka dni w stanie
schtodzenia. Jezeli nie jest to mozliwe nalezy je zamrozi¢ (—20°C) do czasu badania. Chociaz
zamrazanie nie jest zalecane jednak w przypadku niektérych badan (np. lisy pozyskane na
obszarach endemicznych dla Echinococcus multilocularis), tusze wymagaja zamrozenia przed
badaniem. Zamrazanie zabija wigkszo$¢ gatunkow i genotypow wiosni. Tylko niektdre maja
czgsciowg lub calkowita odpornos¢ na zamarzanie (np. 7. nativa). Wyniki badan
eksperymentalnych pokazujg, ze martwe larwy wolniej opadajg w trakcie sedymentacji z powodu
zmiany ich gesto$¢ 1 ksztattu (od zwinigtych do C-ksztattnych). Dlatego czas sedymentacji
powinien by¢ wydluzony w przypadku mrozonych probek migsni, jednak dluzszy czas
sedymentacji moze skutkowac zwigkszong iloscig zanieczyszczen w osadzie. Metoda wytrawiania
moze by¢ stosowana do zamrozonych probek z nastepujagcymi modyfikacjami punktow (patrz B.2
do B.4).

B.2 Pobieranie probek

Mase zamrozonych probek badanych metoda wytrawiania nalezy zwickszy¢, aby skompensowac
ubytek czulo$¢ metody, poniewaz zamrazanie moze wptywa¢ na wyniki badania. Gatunki wio$ni
ktoére nie s3 odporne na zamrazanie mogg zosta¢ zabite 1 zniszczone w procesie trawienia.

B.3 Sedymentacja

W zamrozonych mig$niach larwy gatunkdéw Trichinella wrazliwych na niskie temperatury
prawdopodobnie zostaly zabite. Gdy martwe larwy rozwijaja si¢ po uwolnieniu z tkanki
mig$niowej, ich tempo opadania w procesie sedymentacji spada. W zwigzku z tym czas
sedymentacji (patrz 9.6) powinien by¢ przedtuzony do 60 min.

B.4 Badanie mikroskopowe

Martwe larwy mogg by¢ rozwinigte 1 przezroczyste; dlatego ich wykrycie pod mikroskopem jest
trudne 1 szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na badanie ptynu wytrawiajgcego na szalce Petriego. W
martwych larwach szybko nast¢puje degradacja DNA, uniemozliwiajac czesto identyfikacje

molekularng larwy na poziomie gatunku lub genotypu.
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Zalacznik C.
Rys. C.1. Schemat badania proébki zbiorczej

10g

Pepzyna

Rozdrabnianie
100 probek kaida o masie
minimum 1g

| l | |
Whytrawianie 30-60 min. temp.
44-46°C

—

0Odczekad 1 min.
aby larwy opadty na dno.
Czas ogladania minimum
10 min.

Sedymentacja 30 min.

Po 10 min. ostroinie
odeszad 30 ml
supernatamtu z

powi}:chni ptynu

10 min
sedymentacja

10 ml
+
10 ml —
cylindra -
Migrowego ‘W

40 ml




Rys. C.2. Wlos$nie i artefakty

1. Zywe larwy wloéni (ruszajace si¢) w 2. Zywe larwy wlo$ni w zimnym plynie

cieptym ptynie

3. Martwe larwy wlo$ni (przezroczyste) 4. Larwa Toxocara sp

5. Nicien Metastrongylus sp 6. Artefakt - niestrawione

7. Martwa larwa (ksztalt litery C) 8. Artefakt — niestrawione

wiokienka mig$niowe

wiokienka mig$niowe
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Zalacznik D (informacyjny)

a) Przyklad dokumentacji laboratoryjnej (lab nieakredytowane).

Procedura: Pepsyna seria: Opakowanie:
Probka Swinia | Kon | Dzik Inne Czas Pozostatos¢ | Ujemne | Watpliwe Liczba
[g] [g] [g] [gli | gatunki | trawienia | po trawieniu pozytywne | larw w na
2] 2] lg
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b) Przyklad systemu dokumentacji badan w laboratorium akredytowanym
(strona tytutowa)

REJESTR BADAN/SPRAWOZDAN

Legenda

Oznaczenie gatunku: T- tucznik; D- dzik; M-maciora; K — knur; I — inne

Sposob identyfikacji probek (opis).........

Kryteria przyj¢cia probek (opis)............

Identyfikowalno$¢, odpowiednia wielkos$¢ probki pierwotnej, wlasciwe dla gatunku miejsca predylekcyjne:

T- tak, N-nie (nalezy opisac przyczyne)

Kryteria sprawdzania wagi (opis)............

Ocena skuteczno$ci wytrawiania...(Masa pozostatosci na sicie <5% poczatkowej masy probki -T / >5% poczatkowej masy probki —N)
Podpisy wg wzoru podpisow

W przypadku jesli czynno$ci wykonywane sa przez roznych analitykéw nalezy zidentyfikowaé osoby



REJESTR PRZYJECIA PROBEK

BADANIE PROBKI ZBIORCZEJ

Przygotowanie probki zbiorczej Przygotowanie  ptynu

Lp | Wiasciciel Identyfikacja Data, Stan probek do | Data Warunki wytrawiajacego

Imig, nazwisko probek godzina badan zgodny z | Godzina srodowiskowe/

Firma dostarczenia kryteriami rozpoczgcia Monitoring temp

(Weterynaryjny probek **(T/N) badania w lodowce Sprawdzenie Liczba i masa | Masa  probki | Objetos¢ wody [1]/

Numer ) . Min/mx Tl wagi (nr | nawazonych prébek | zbiorczej [g]

Identyfikacyjny) Osoba Podpis  osoby badania danego wagi/odezyt) jednostkowych [g] kwasu solnego [ml]/

Nr. zlecenia dostarczajaca przyjmujace;j dnia

probki probki do badan masa pepsyny [g]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Badania wykonano zgodnie z Norma PN-EN ISO 18743:2015-11 Mikrobiologia lancucha zywnosciowego -Wykrywanie larw wlo$ni Trichinella w miesie metoda wytrawiania
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Wynik badania Uwagi

BADANIE PROBKI ZBIORCZEJ
Wytrawianie Ocena Czas Doczyszczanie Trichinoskop Godzina Wynik  badania: W | Podpis 0sob | Podpis osoby

skuteczno | sedymentacji jesli konieczne nr zakonczenia badanej probce nie | wykonujacych badanie | autoryzujacej
Termometr nr | Czas $ci 17 czas | (tak- ile razy/ badania stwierdzono larw | (czynnosci z rubryk 3- | badanie

trawienia wytrawia | sedymentacji nie) wloni/ W  badanej | 4...)

Temperatura (minuty) nia I probee stwierdzono
trawienia obecno$¢ larw wlosni w
(min/ max) ilosci x/g
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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Zalacznik E.

Sprawdzenie metody:

1. Czuto$¢ metody wytrawiania warunkowana jest masg probki (probki o masie 1 g umozliwig
wiarygodne wykrycie zarazenia >3 Ipg, badanie probek o masie od 3 g do 5 g umozliwia
wiarygodne wykrycie >1 Ipg). Nalezy przyja¢ zalozenia walidacyjne metody wskazujace na
prawidtowos¢ prowadzonych badan, gdy 75% laboratoriow jest w stanie wykry¢ 1 larwe wlos$nia
w probkach na poziomie limitu detekcji metody.!

2. Specyficzno$¢ powinna by¢ oceniana jako zdolny do odrdéznienia larw wiosni od innych larw
nicieni lub artefaktow, ktore moga znajdowac si¢ w osadach po wytrawianiu (mozna skorzysta¢ z
wynikow badan PT lub migdzylaboratoryjnych organizowanych przez KLR lub koordynatora).

3. Nalezy oceni¢ posrednig powtarzalno$¢, porownujac wyniki uzyskane przez rdéznych
technikow, w roznych dniach, z r6znymi probkami migsni.

4. Okresli¢ granice wykrywalnosci (wyniki badan PT).

5. Odtwarzalno$¢ powinna by¢ oceniana poprzez udzial w badaniach bieglo$ci co pozwala
oceni¢, czy badanie daje takie same wyniki w réznych laboratoriach z réznymi analitykami
z zachowaniem parametrow wymaganych w opisie metody.

6. Odporno$¢ nalezy ocenia¢, zmieniajac w kontrolowany sposob warunki wytrawiania, aby

oceni¢, na ile metoda odporna jest na zmiang warunkoéw bez wptywu na wynik.

' Dla kazdego wojewodztwa KLR prowadzi badania PT w tym oceny systemu wskazujace na prawidtowo$é
prowadzonych badan, gdy 75% laboratoriow jest w stanie wykry¢ 1 larwe wlo$nia w probkach na poziomie limitu

detekcji metody.



Zalacznik F

Identyfikacja Zrodel niepewnosci metody - Etap laboratoryjny

L.p. Skladowa niepewnosci Zrodia
Przygotowanie probki zbiorczej | wlasciwa masa probki
1. miejsce predylekcyjne
stopien rozdrobnienia probki
2. Pepsyna aktywnos¢ pepsyny
sposob przechowywania pepsyny — odpowiednie
warunki temperaturowe
wazne terminy przydatnosci
3. Sposob przygotowania zgodna z metoda kolejno$¢ dodawania odczynnikow,
roztwory wytrawiajacego temp. odczynnikow
4. Temperatura procesu przestrzeganie zalecanego zakresu
wytrawiania
5. Sito srednica oczek i stan techniczny sita — uszkodzenia
mechaniczne
brak uszkodzen mechanicznych
6 Plyn wytrawiajacy z brak fragmentoéw nierozmieszanych
wytrawionymi mig§niami
7. Sedymentacja czas trwania sedymentacji
odsysanie supernatantu
stabilno$¢ statywu z rozdzielaczem
prawidlowe zlanie osadu z rozdzielacza (jednym
szybkim ruchem)
prawidlowe odessanie supernatantu znad osadu
przejrzystos¢ osadu do odczytu
8. Trychinoskop, nieprawidlowe dzialanie
stereomikroskop optyczny lub | spos6b wykonania odczytu
inne urzadzenie optyczne regularne przeglady lub konserwacje wykonane przez
zgodnie z metoda upowazniony personel
magnetycznego mieszania,
9. Personel upowazniony do przeszkolenie z metodyki badawczej
wykonywania badan znajomos$¢ morfologii wlo$nia w obrazie
trichinoskopowym
10. Wyposazenie zachowanie spdjnosci pomiarowe;j,

regularne sprawdzania wag i termometrow,
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Zalacznik G
Lista zagadnien do skontrolowania laboratoriow wyznaczonych do wykrywania wlo$ni w

miesie.

DOWODY
SPRAWDZENIE TAK NIE UWAGI

1. System zarzadzania

1.1. Czy laboratorium badawcze posiada
wdrozony system zarzadzania?

1.2. Procedury operacyjne badawcze normy itd.

1.3. Instrukcje

1.4. Powigzane dokumenty (formularze,
dokumenty rejestracyjne itp.)

1.5. Czy w laboratorium wyznaczono osobg¢
odpowiedzialng za procedury
administracyjne, obejmujace zakup
chemikaliow, materiatow eksploatacyjnych
i urzadzen?

1.6. Czy w laboratorium wyznaczono osobg
odpowiedzialng za powiadamianie
wlasciwego organu o wykryciu probki
z wynikiem dodatnim?

1.7. Czy dostgpne sa dane kontaktowe
wlasciwego organu i krajowego
laboratorium referencyjnego (np. telefon,
e-mail)?

2. Personel

2.1. Czy w laboratorium wyznaczono osob¢
nadzorujaca jego dzialalno$¢ lub kierujaca
nim?

2.2.  Czy osoba nadzorujaca lub kierujaca
laboratorium:

e posiada uprawnienia do zarzadzania
dziatalnos$cig prowadzong przez
laboratorium?

e jest uprawniona do podpisywania
sprawozdan z badan?

o posiada wiedz¢ w zakresie morfologii,
epidemiologii, biologii i diagnostyki
nicieni z rodzaju Trichinella oraz
wymogow prawa, jak rowniez
doswiadczenie w zakresie wykrywania
larw wtos$ni w migsie?

e posiada doswiadczenie w dziedzinie
bezposredniej diagnostyki zarazen
wlosniami u zwierzat podatnych na
zarazenie?

2.3. Czy pracownicy techniczni posiadaja

36



podstawowa wiedze dotyczaca pasozytow
wloéni i ich morfologii?

2.4. Czy pracownicy techniczni maja
udokumentowane doswiadczenie w
prowadzeniu badan na obecnos¢ larw
wlo$ni w miesie?

3. Metoda(-y) badan

3.1. Czy laboratorium metode wytrawiania?

3.2. Czy laboratorium zweryfikowato, ze moze
odpowiednio stosowac te metodg / te
metody?

3.3. Czy jest dostgpna dokumentacja procesu
weryfikacji?

3.3.1. Czy obejmuje ona:
e Liczbe przeprowadzonych badan

e  Pochodzenie probki (np. Krajowe
Laboratorium Referencyjne, Laboratorium
Referencyjne WE ds. pasozytow)

e Analize statystyczng

e  Oceng wynikow

3.4. Czy laboratorium posiada materiat
odniesienia (larwy wlo$ni przechowywane
w odpowiednich $rodkach konserwujacych,
zdjecia larw o réznych ksztaltach)?

4. Pomieszczenia

laboratoryjne

4.1. Czy laboratorium stosuje wytyczne dla
drugiego poziomu bezpieczenstwa
biologicznego?

4.2. Jezeli nie, to czy pomieszczenia
laboratorium sg odpowiednie do
prowadzenia badan i do zapewnienia
bezpieczenstwa pracownikow?

4.3. Czy wprowadzono odpowiedni system
utylizacji odpadow, ptynu wytrawiajacego
oraz skrawkow miesa?

5. Wyposazenie

5.1. Czy wyposazenie laboratorium jest
odpowiednie do liczby wykonywanych
badan w ciaggu dnia / tygodnia?

5.2. Czy na wypadek sytuacji kryzysowych
dostepny jest co najmniej jeden zapasowy
zestaw do badania?

5.2.1. Czy zasoby te sg utrzymywane w stanie
sprawnosci 1 czy prowadzona jest ich
okresowa konserwacja?

5.3. Czy laboratorium ustalito czas zuzycia
materiatdéw (np. nozy, nozyczek, pincet,
ostrzy tngcych mikserow, mieszadet
magnetycznych, sit, szklanych pojemnikéw)?
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5.3.1. Czy materialy te sg okresowo odnawiane
1 czy dostepny jest zawsze ich okreslony
zapas?

5.4. Czy materialy eksploatacyjne
(jednorazowe i odczynniki chemiczne) sa
przechowywane w odpowiednich szafkach?

5.4.1. Czy dostepny jest ich odpowiedni zapas,
przy uwzglednieniu okresu pomiedzy
zamoOwieniem a dostawa materiatow?

5.5. Czy sprawdzany jest cyklicznie termin
waznosci odczynnikow ?

5.6. Czy pepsyna i kwas chlorowodorowy sa
przechowywane w warunkach okreslonych
przez producenta?

5.7. Czy laboratorium posiada liste
kwalifikowanych dostawcow ustug i
materialow (np. w odniesieniu do
mikroskopow, wag, mieszadet
magnetycznych)?

6. Postepowanie z probkami

6.1. Czy laboratorium posiada dokument
systemu zarzadzania opisujacy sposob
postgpowania z probkami, kryteria ich
akceptowalnosci, identyfikacji,
przechowywania, odkazania i utylizacji?

6.1.1. Czy laboratorium wykonuje badania
probek niespelniajacych ustalonych kryteriow
(np. z matg iloécig tkanki migsniowe;j, bez
kodu identyfikacyjnego)?W jaki sposdb?

6.2. Czy kryteria akceptowalnosci wypetniaja
wymogi okreslone w rozporzadzeniu (WE)
2015/1375 (rozdziat II art. 2 ,,Pobieranie
probek z tusz” oraz zalacznik 11 ,,Badanie
zwierzat innych niz §winie”)?

6.3. Czy dostep do laboratorium jest
kontrolowany?

7. ldentyfikowalnos$¢

7.1.  Czy laboratorium posiada dokument
systemu zarzadzania obejmujacy
identyfikowalno$¢ probek od ich pobrania
z tusz do sprawozdania z badania?

7.2. Czy probki sg jednoznacznie
identyfikowalne?

7.3. Czy zapewniono faczno$¢ migdzy
probkami, sprawozdaniami z badan
i klientem?

7.4. Czy istniejg dowody w odniesieniu do
identyfikacji, gromadzenia, indeksowania,
dostepnosci, ewidencjonowania,




przechowywania, utrzymywania i usuwania
dokumentacji technicznej?

7.5. Czy zachowuje si¢ dokumentacje
dotyczacg przebiegu badania, kwalifikacji
pracownikow i sprawozdan z badan?

Kto ja przechowuje?
Przez jaki okres?

7.6. Czy sprawozdanie z badania obejmuje:
Gatunek zwierzat
e Kod probki

e Zastosowana metode badan

o Ilo$¢ wytrawionej tkanki migsniowej w
zalezno$ci od gatunku zwierzecia

e Masg niestrawionego mi¢sa pozostatego
na sitku

e Wyniki badania

e Imig¢ i nazwisko analityka wykonujacego
badanie

e Date i godzing wykonania badania

e Podpis analityka

e Podpis osoby nadzorujacej

e Komentarz / uwagi

7.7. Czy w przypadku wynikoéw dodatnich
dokument systemowy ( procedura)
obejmuje:

Identyfikacje probek z wynikami
dodatnimi

. Pelng identyfikowalno$¢ probki
o wyniku dodatnim z tusza

. Gromadzenie i konserwowanie larw w
90% alkoholu etylowym oraz sprawdzanie
rzeczywistej obecno$ci larw w fiolce

o Przekazanie fiolki zawierajacej larwy do
Krajowego Laboratorium Referencyjnego
lub Laboratorium Referencyjnego UE ds.
pasozytow w celu identyfikacji gatunkow

7.7.1. Czy laboratorium stosuje wytyczne
Migdzynarodowej Komisji Wtosnicowej lub
Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat
dotyczace postgpowania z probkami
o wynikach dodatnich oraz zarzadzania
wynikami?

8. Metody badan: krytyczne punkty kontroli

8.1. Urzgdzenia

8.1.1.Czy ostrze tngce w mikserach jest
regularnie sprawdzane lub wymieniane?

8.1.2. Czy sito jest zrobione z mosigdzu lub stali
nierdzewnej i czy rozmiar oczek sita




wynosi 180 - 200pm?
8.1.3. Czy jest ono regularnie i odpowiednio
czyszczone?

8.1.4.Czy stereomikroskop optyczny z zespotem
lusterkowym 1 zrodlem $wiatta o regulowanej
intensywnosci jest sprawny i umozliwia
identyfikacj¢ larw wlo$ni?

8.2. Materialy eksploatacyjne

8.2.1.Czy dostepne sg odpowiednie pipety do
zbierania larw?

8.2.2.Czy dostepne sg male fiolki stozkowe
(1-2ml) do przechowywania larw?

8.3. Odczynniki

8.3.1.Czy kwas chlorowodorowy ma
odpowiednie stezenie molowe?

8.3.2. Pepsyna:
e (Czy ma odpowiednig aktywno$¢?

e (Czy jest odpowiednio przechowywana?

e (Czy termin waznosci jest wyraznie podany?

8.3.3.Czy do konserwacji larw stosowany jest
90% alkohol etylowy?

8.4. Przygotowanie plynu wytrawiajgcego

8.4.1.Czy przestrzega si¢ kolejnosci dodawania
sktadnikoéw ptynu wytrawiajacego? 1. woda,
2. kwas chlorowodorowy i 3. pepsyna

8.5. Gromadzenie osadu

ierwotnego i wtornego

8.5.1.Czy czas sedymentacji jest odpowiedni?

8.5.2.Czy analityk jest w stanie oceni¢, ze pltyn
wytrawiajacy nie jest wystarczajaco
klarowny, aby przeprowadzi¢ jego badanie,
1 zarzadzi¢ doczyszczanie probki?

8.6. Badanie mikroskopowe

8.6.1. Czy analitycy zostali przeszkoleni

w zakresie:

e rozpoznawania larw w rynience do liczenia
larw lub na ptytce Petriego?

e natychmiastowego zbierania larw
1 konserwowania ich w fiolce stozkowej
w 90% alkoholu etylowym?

8.7. Zapewnienie wainosci wynikow badania:

8.7.1. Czy laboratorium posiada dokument
systemu zarzadzania obejmujacy
wewnetrzng kontrole jako$ci materiatow
oraz punktow krytycznych badan?

9. Szkolenie personelu
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9.1 Czy pracownicy zajmujacy si¢ badaniem
probek zostali przeszkoleni poprzez udziat
Wi
e programie kontroli jako$ci badan
stosowanych do wykrywania larw wtosni?

e regularnej ocenie procedur badania,
rejestrowania i1 analizy stosowanych w
laboratorium?

10. Badanie bieglosci

10.1. Czy analitycy wykonujacy badania
regularnie uczestniczg w badaniach biegtosci
organizowanych przez Krajowe Laboratorium
Referencyjne?

10.2. Czy w przypadku uzyskania wyniku
niezadowalajacego analizuje przyczyny
niepowodzenia?

10.3 Czy wdraza odpowiednie dzialania
naprawcze?

10.4 Czy powtarza badanie przy uzyciu
dodatkowych probek przekazanych przez
krajowe laboratorium referencyjne lub unijne
laboratorium referencyjne?
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