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KOMISSION TAYTANTOONPANOASETUS (EU) 2022/893,
annettu 7 pdivini kesikuuta 2022,

asetuksen (EY) N:o 152/2009 liitteen VI muuttamisesta siltd osin kuin on kyse rehujen sisiltimien
maalla elivisti selkirangattomista perdisin olevien ainesosien miiritysmenetelmisti rehujen
virallista valvontaa varten

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopimuksen,

ottaa huomioon virallisesta valvonnasta ja muista virallisista toimista, jotka suoritetaan elintarvike- ja rehulainsddadannon ja
eliinten terveyttd ja hyvinvointia, kasvien terveytti ja kasvinsuojeluaineita koskevien sidintojen soveltamisen
varmistamiseksi, sekd Euroopan parlamentin ja neuvoston asetusten (EY) N:o 999/2001, (EY) N:o 396/2005, (EY)
N:o 1069/2009, (EY) N:o 1107/2009, (EU) N:o 1151/2012, (EU) N:o 652/2014, (EU) 2016/429 ja (EU) 2016/2031,
neuvoston asetusten (EY) N:o 1/2005 ja (EY) N:o 1099/2009 ja neuvoston direktiivien 98/58/EY, 1999/74/EY,
2007/43[EY, 2008/119/EY ja 2008/120/EY muuttamisesta ja Euroopan parlamentin ja neuvoston asetusten (EY)
Nio 854/2004 ja (EY) N:o 882/2004, neuvoston direktiivien 89/608/ETY, 89/662/ETY, 90/425/ETY, 91/496[ETY,
96/23/EY, 96/93/EY ja 97/78[EY ja neuvoston pddtoksen 92[438/ETY kumoamisesta 15 pdivind maaliskuuta 2017
annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EU) 2017/625 (!) (virallista valvontaa koskeva asetus) ja erityisesti
sen 34 artiklan 6 kohdan ensimmaiisen alakohdan a alakohdan,

seki katsoo seuraavaa:

(1) Komission asetuksessa (EY) N:o 152/2009 (}) vahvistetaan testimenetelmit, joilla tuetaan késitellyn eldinproteiinin
kayttod elintarviketuotantoeldinten rehussa koskevan kiellon noudattamiseen liittyvai virallista valvontaa. Niihin
sisltyvit kyseisen asetuksen liitteessd VI esitetyt valomikroskopiaan tai polymeraasiketjureaktioon (PCR) perustuvat
menetelmit eldinperdisten ainesosien mairittamiseksi rehujen virallista valvontaa varten.

(2)  Kasvatetuista hyonteisistd saadun Kisitellyn eldinvalkuaisen kiytto vesiviljelyeldinten rehussa on hyviksytty
komission asetuksella (EU) 2017/893 () sekd sikaeldinten ja siipikarjan rehussa komission asetuksella (EU)
2021/1372 (¥), mutta se on edelleen kielletty Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 999/2001 ()
nojalla tietyissd rehuissa, erityisesti marehtijoiden rehussa.

(3)  Rehuissa esiintyvidd eldinproteiinia kisittelevd Euroopan unionin vertailulaboratorio on kehittinyt ja validoinut
erityisen menettelyn, johon sisiltyy kaksinkertainen sedimentaatiovaihe, jolla varmistetaan maalla eldvistd
selkdrangattomista, mukaan lukien hyonteisistd, perdisin olevien hiukkasten havaitseminen laboratoriokokeisiin
toimitetuista rehuaineista, rehuseoksista ja esiseoksista. Tétd lisdvaiheen sisdltdvdd menettelyd olisi kiytettava
virallisen valvonnan yhteydessd sen todentamiseksi, ettd kieltoa kiyttdd hyonteisistd perdisin olevaa kisiteltyd
eldinvalkuaista tietyissd elintarviketuotantoeldinten rehuissa valvotaan asianmukaisesti.

() EUVLL95,7.4.2017,s. 1.

() Komission asetus (EY) N:o 152/2009, annettu 27 paivina tammikuuta 2009, ndytteenotto- ja méddritysmenetelmistd rehujen virallista
valvontaa varten (EUVL L 54, 26.2.2009, s. 1).

() Komission asetus (EU) 2017/893, annettu 24 piivdnd toukokuuta 2017, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY)
N:o 999/2001 liitteiden I ja IV ja komission asetuksen (EU) N:o 142/2011 liitteiden X, XIV ja XV muuttamisesta ksiteltyd
eldinvalkuaista koskevien siddnnosten osalta (EUVL L 138, 25.5.2017, s. 92).

(*) Komission asetus (EU) 2021/1372, annettu 17 pdivind elokuuta 2021, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY)
N:o 999/2001 liitteen IV muuttamisesta siltd osin kuin on kyse kiellosta ruokkia muita tuotantoeldimid kuin mérehtijoitd,
turkiseldimid lukuun ottamatta, eldinvalkuaisella (EUVL L 295, 18.8.2021, s. 1).

() Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 999/2001, annettu 22 pdivind toukokuuta 2001, tiettyjen tarttuvien
spongiformisten enkefalopatioiden ehkaisya, valvontaa ja havittimistd koskevista sidnn6istd (EYVL L 147, 31.5.2001, s. 1).
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(4)  Asetuksen (EY) N:o 152/2009 liitteessd VI esitettyd valomikroskopiamenetelmin kuvausta tulisi ndin ollen muuttaa,
jotta ndytteiden valmistelun menettelyyn voidaan sisillyttad kaksinkertainen sedimentaatiovaihe sellaisille naytteille,
joita testataan maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi.

(5)  Sen vuoksi asetuksen (EY) N:o 152/2009 liitettd VI olisi muutettava.

(6)  Tidssd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvin kasvi-, eldin-, elintarvike- ja rehukomitean lausunnon
mukaiset,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 152/2009 liite VI timan asetuksen liitteen mukaisesti.

2 artikla

T4mad asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend pdivini sen jalkeen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa
lehdessd.

Tdmd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa
jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissd 7 pdivind kesikuuta 2022.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
Ursula VON DER LEYEN
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LIITE

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 152/2009 liite VI seuraavasti:

1) Korvataan 1 kohta seuraavasti:

”1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen eldinperdiset ainesosat olisi mddritettdvd valomikroskopialla tai polymeraasiketjureaktiolla (PCR) téssd
liitteessd vahvistettujen sddnnosten mukaisesti.

Niilld kahdella menetelmilldi on mahdollista havaita eldinperdisten ainesosien esiintyminen esiseoksissa,
rehuaineissa ja rehuseoksissa. Niilld ei kuitenkaan ole mahdollista laskea kyseisten ainesosien maardd esiseoksissa,
rehuaineissa ja rehuseoksissa. Kummankin menetelmin toteamisraja on alle 0,1 % (w/w).

PCR-menetelmin ansiosta esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseoksissa esiintyvien eldinperdisten ainesosien
taksonominen ryhméd on mahdollista tunnistaa.

Naitd menetelmid on kiytettdvi valvottaessa Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 999/2001 (¥)
7 artiklan 1 kohdassa ja liitteessd IV sekd asetuksen (EY) N:o 1069/2009 (**) 11 artiklan 1 kohdassa sdddettyjen
kieltojen tdytdntoonpanoa.

Naiitd menetelmid voidaan kayttdd joko yksin tai yhdessd testattavasta rehutyypistd riippuen yhden operatiivisen
protokollan puitteissa rehuissa esiintyvdd eldinproteiinia késittelevin EU:n vertailulaboratorion (EURL-AP)
laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden (***) (Standard Operating Procedures, SOP) mukaisesti.

(*)  Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 999/2001, annettu 22 pdivini toukokuuta 2001, tiettyjen
tarttuvien spongiformisten enkefalopatioiden ehkiisyd, valvontaa ja havittdmistd koskevista sadnnoistd (EYVL L
147, 31.5.2001, s. 1).

(**)  Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1069/2009, annettu 21 pdivini lokakuuta 2009, muiden
kuin ihmisravinnoksi tarkoitettujen eldimistd saatavien sivutuotteiden ja niistd johdettujen tuotteiden
terveyssadnnoistd sekd asetuksen (EY) N:o 1774/2002 kumoamisesta (sivutuoteasetus) (EUVL L 300,
14.11.2009, s. 1).

() https:/[www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/.”;

2) Korvataan 2.1 kohta seuraavasti:
2.1 Valomikroskopia

2.1.1 Periaate

Mairitettavaksi ldhetetyissd esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseoksissa mahdollisesti esiintyvit eldinperéiset
ainesosat tunnistetaan tyypillisten mikroskooppisesti tunnistettavissa olevien ominaisuuksien, kuten
lihassdikeiden ja muiden lihan palojen, ruston, luiden, sarvien, karvojen, harjasten, selkdrangattomien
kutikulan osasten, hyonteisten ilmaputkiston, verituotteiden, maidon rasvapallosten, laktoosikiteiden,
héyhenten, munankuorten, kalanluiden ja suomujen, perusteella.

Mikroskooppitutkimus suoritetaan sen jalkeen, kun ndytteet on esikisitelty sedimentaatiolla.
Naytteiden sedimentaatiovaihe toteutetaan seuraavasti:

a) muiden eldinperdisten ainesosien kuin maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien
havaitsemiseksi yksittdinen sedimentaatiovaihe tetrakloorietyleenilld (TCE) kohdassa 2.1.3.4.3 kuvatulla
tavalla;

b) maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi kaksinkertainen
sedimentaatiovaihe petrolieetterilld | tetrakloorietyleenilld (PE/TCE) kohdassa 2.1.3.4.4 kuvatulla tavalla.

2.1.2 Reagenssit ja laitteet
2.1.2.1  Reagenssit

2.1.2.1.1 Konsentrointireagenssi
— Tetrakloorietyleeni (suhteellinen tiheys 1,62).

— Petrolieetteri (PE), kichumispiste 40—-60 °C (suhteellinen tiheys 0,65).
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2.1.2.1.2 Virjdysreagenssi
— Alitsariinipunalivos (laimennetaan 2,5 mlaa 1 M:mn kloorivetyhappoa 100 mlaan vettd ja lisitddn
liuokseen 200 mg alitsariinipunaista).
2.1.2.1.3 Kiinnitysreagenssit
— Liped (NaOH 2,5 % w/v tai KOH 2,5 % w/v).

— Glyseroli (laimentamaton, viskositeetti: 1490 cP) tai kiinnitysreagenssi, jolla on muun kuin
kestopreparaatin valmisteluun soveltuvat ominaisuudet.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositeetti: 1200 cP) tai hartsi, jolla on kestopreparaatin
valmistukseen soveltuvat ominaisuudet.
2.1.2.1.4 Kiinnitysreagenssit, joilla on virjaysominaisuuksia

— Lugolin livos (2 g kaliumjodidia liuotetaan 100 ml:aan vettd ja lisitdan 1 g jodia ja sekoitetaan useita
kertoja).

— Kystiinireagenssi (2 g lyijyasetaattia, 10 g NaOH/100 ml vettd).

— Fehlingin liuos (valmistetaan ennen kayttod kahdesta samansuuruisesta osasta (1/1) varastoliuosta A ja B.
Liuos A: liuotetaan 6,9 g:aa kupari(Il)sulfaattipentahydraattia 100 ml:aan vettd. Liuos B: liuotetaan
34,6 g:aa kaliumnatriumtartraattitetrahydraattia ja 12 g:aa NaOH:ta 100 ml:aan vettd).

— Tetrametyylibentsidiini/vetyperoksidi (liuotetaan 1 g 3,3,5,5-tetrametyylibentsidiinia (TMB) 100 ml:aan
jadetikkaa ja 150 mlaan vettd. Ennen kdytt6d 4 osaa TMB-liuosta sekoitetaan yhteen osaan
3-prosenttista vetyperoksidia.

2.1.2.1.5 Pesureagenssit
— Etanoli > 96 % (tekninen laatu).

— Asetoni (tekninen laatu).

2.1.2.1.6 Virinpoistoreagenssi

— Kaupallinen natriumhypokloriittiliuos (9-14 % aktiivista klooria).

2.1.2.2. Laitteet
— Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.

— Jauhamisvilineet: veitsimylly tai roottorimylly. Jos kdytetddn roottorimyllyd, kielletddn seulat, jotka ovat
< 0,5 mm.

— Seulat, joissa on nelionmuotoiset reidt, silmidkoko 0,25 mm ja 1 mm. Niytteen esiseulontaa lukuun

ottamatta seulojen halkaisija ei saa olla suurempi kuin 10 cm, jotta aineksia ei katoa. Seuloja ei tarvitse
kalibroida.

— Kartiomainen erotussuppilo, lasia, 250 ml, jonka pohjalla on teflon- tai lasihioshana sulkutulppana.
Sulkutulpan halkaisijan on oltava avattuna > 4 mm. Vaihtoehtoisesti, ainoastaan yksittdistd sedimentaa-
tiovaihetta tetrakloorietyleenilld varten, voidaan kayttdd kartiopohjaista selkeytysastiaa, jos laboratorio
on osoittanut, ettd toteamisrajat ovat vastaavia kuin lasista kartionmuotoista erotussuppiloa kiytettdessa.

250 ml

halkaisija 4 mm

Erotussuppilo
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— Stereomikroskooppi, jonka suurennusvili on ainakin 6,5x—40x.

— Liapivalaisumikroskooppi, jonka suurennusvili on vahintddn 100x-400x. Lisiksi voidaan kayttdd
polarisoitua valomikroskopiaa ja differentiaali-interferenssikontrastimikroskopiaa.

— Tavanomaiset laboratorion lasiastiat.

— Objektilasien valmisteluvilineet: tavalliset objektilasit, objektilasit, joissa on syvennys, peitelasit (20 x 20
mm), pinsetit, ohut spaatteli.

— Laboratoriouuni
— Sentrifugi.

— Suodatinpaperi: Kvalitatiivinen selluloosasuodatin (huokoskoko 4-11 pm)
2.1.3 Niytteenotto ja néytteiden valmistus

2.1.3.1  Naytteenotto

Kéytetdan liitteen I mukaisesti otettua edustavaa naytettd.

2.1.3.1.1 Ndytteen kuivaus:

Naytteet, joiden kosteuspitoisuus on > 14 %, on kuivattava ennen liitteen III mukaista késittelya.

2.1.3.1.2 Niytteen esiseulonta:

Jotta rehussa olevista mahdollisista ympdriston epapuhtauksista saadaan tietoa, suositetaan, ettd pelletoitu
rehu ja jyvit esiseulotaan seulalla, jonka silmdkoko on 1 mm, ja saadut kaksi fraktiota, joita on pidettivd
erillisind néytteind, valmistetaan ja mééritetddn erikseen ja niistd raportoidaan erikseen.

2.1.3.2  Varotoimenpiteet

Ristikontaminaation vilttimiseksi laboratoriossa kaikki uudelleenkdytettdvit vilineet on puhdistettava
huolellisesti ennen kiytt6ad. Erotussuppilon osat on irrotettava ennen puhdistusta. Erotussuppilon osat ja
lasiastiat on esipestdvd kisin ja sen jilkeen pestivd astianpesukoneessa. Seulat on puhdistettava jaykkahar-
jaksisella synteettiselld harjalla. Rasvaisten ainesten, kuten kalajauhon, seulonnan jilkeen suositetaan, ettd
seulat puhdistetaan asetonilla ja paineilmalla.

2.1.3.3  Rasvasta tai 0ljystd koostuvien néytteiden esikasittely
Rasvasta koostuvien ndytteiden esikésittelyssd on noudatettava seuraavaa menettelyd:
— Jos rasva on kiintedd, sitd limmitetddn uunissa, kunnes se muuttuu nestemdiseksi.
— 40 ml rasvaa pipetoidaan ndytteen pohjasta sentrifugiputkeen.
— Naytettd sentrifugoidaan 10 minuuttia nopeudella 4 000 kierrosta minuutissa (rpm).

— Jos rasva on jdhmettynyt sentrifugoinnin aikana, sitd limmitetddn uunissa, kunnes se muuttuu
nestemdiseksi.

— Sentrifugoidaan uudestaan 5 minuuttia nopeudella 4 000 kierrosta minuutissa (rpm).

— Puolet dekantoiduista epdpuhtauksista siirretddn pienelld lusikalla tai spaattelilla objektilasille
mikroskooppista tutkimusta varten. Kiinnitysreagenssiksi suositetaan glyserolia.

— Loput epdpuhtauksista kédytetddn sedimentin valmisteluun 2.1.3.4.3 kohdan ensimmdisessd
luetelmakohdassa kuvatulla tavalla.

Samaa menettelyd kiytetdin oljystd koostuvien niytteiden esikasittelyyn lukuun ottamatta ensimmadistd ja
neljattd luetelmakohtaa.

2.1.3.4  Muiden kuin rasva- tai 6ljynéytteiden esikdsittely

2.1.3.4.1 Osandytteen otto ja jauhaminen: Osandytteeksi otetaan vihintddn 50 g néytteestd ja jauhetaan.
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2.1.3.4.2 Raaka-aineen esikdsittely: Valmistetaan vdhintddn 5 g:n annos jauhettua osanéytettd. Se seulotaan seulalla,
jonka silmakoko on 0,25 mm:n, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan.

2.1.3.4.3 Yksittdinen sedimentaatio tetrakloorietyleenilli muiden eldinperdisten ainesosien kuin maalla eldvistd
selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi.

— Sedimentin uutto ja valmistus:

10 gn annos (0,01 gn tarkkuudella) jauhettua osandytettd siirretddn erotussuppiloon tai
kartiopohjaiseen selkeytysastiaan, minkéd jilkeen sithen lisitddn 50 ml tetrakloorietyleenid.
Erotussuppiloon siirrettdvd annos saa olla enintddn 3 g, jos kyseessd on kalajauho tai muu puhtaasti
eldintuote, kivenniisainesosa tai esiseos, joka tuottaa yli 10 prosenttia sedimenttid. Seosta ravistetaan
voimakkaasti ainakin 30 sekuntia, minkd jilkeen siihen lisitddn varovasti 50 ml tetrakloorietyleenid
samalla kun suppilon sisdpinta pestddn sithen mahdollisten tarttuneiden partikkelien poistamiseksi.
Saadun seoksen annetaan laskeutua astian pohjalle vahintdan viisi minuuttia, minka jilkeen sedimentti
erotetaan avaamalla sulkutulppa.

Jos kiytetddn kartiopohjasta selkeytysastiaa, seosta sekoitetaan voimakkaasti vahintddn 15 sekunnin ajan
ja mahdolliset astian seindmien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestddn huolellisesti pois vahintddn 10
mllla puhdasta tetrakloorietyleenid. Seoksen annetaan laskeutua kolmen minuutin ajan, minki jilkeen
sitd sekoitetaan taas 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian seindmien sisdpintaan tarttuneet partikkelit
pestddn huolellisesti pois vdhintddn 10 mllla puhdasta tetrakloorietyleenid. Saadun seoksen annetaan
laskeutua vihintddn 5 minuutin ajan, minkd jilkeen nestemiinen fraktio poistetaan ja poistetaan
huolellisesti dekantoimalla samalla kun huolehditaan siits, ettei sedimenttid meneteta.

Sedimentti keratddn suppiloon asetettuun suodatinpaperiin, jotta jiljelle jaava tetrakloorietyleeni voidaan
erottaa ja samalla valttdd rasvan laskeutuminen sedimenttiin. Sedimentti kuivataan. Sedimentaatiovaiheen
tarkastamiseksi on sen jalkeen suositeltavaa punnita sedimentti (0,001 gramman tarkkuudella). Lopuksi
sedimentti seulotaan seulalla, jonka silmikoko on 0,25 mm, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan, paitsi jos
seulontaa ei pideti tarpeellisena.

— Naytteen kelluvan osan, flotaatin, erottaminen ja esikisittely:

Edelld kuvatulla menetelmalld tehdyn sedimentin talteenoton jilkeen erotussuppiloon pitiisi jadda kaksi
osaa: tetrakloorietyleenistd koostuva nestemdinen osa ja kelluvasta aineksesta muodostuva kiinted osa.
Tatd kiintedd osaa kutsutaan flotaatiksi, ja se otetaan talteen avaamalla suppilon tulppa ja kaatamalla
tetrakloorietyleeni pois. Erotussuppilo kddnnetddn ylosalaisin ja flotaatti siirretddn suureen petrimaljaan
ja kuivataan ilmassa vetokaapissa. Se seulotaan seulalla, jonka silmikoko on 0,25 mmun, ja saadut kaksi
fraktiota tutkitaan.

— Virjdysreagenssien kaytto:

Eldinperdisten ainesosien oikean tunnistamisen helpottamiseksi laboratorio voi kiyttdd niytteen
valmistelussa virjdysreagensseja  EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien ohjeiden
mukaisesti.

Jos sedimentin varjadmiseen kdytetddn alitsariinipunaliuosta, noudatetaan seuraavaa menettelya:

— Kuivattu sedimentti siirretddn lasiseen koeputkeen ja pestddn kahdesti noin 5 mllla etanolia
(kummallakin kerralla kiytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin ajan ja annetaan liuottimen
selkeytyd noin yhden minuutin ja 30 sekunnin ajan ennen sen dekantointia).

— Sedimentti kasitellddn varinpoistoreagenssilla lisddmalld sedimenttiin vahintddn 1 ml natriumhypok-
loriittiliuosta. Reaktion annetaan jatkua 10 minuutin ajan. Putki tdytetddn vedelld, sedimentin
annetaan laskeutua 2-3 minuutin ajan, ja sen jilkeen vesi ja suspendoituneet partikkelit
dekantoidaan kevyesti.

— Sedimentti pestdin vield kahdesti noin 10 mllla vettd (kummallakin kerralla kdytetdin koeputkise-
koitinta 30 sekunnin ajan, sedimentin annetaan laskeutua putken pohjaan ja vesi dekantoidaan).

— Lisatddn alitsariinipunaliuosta 2-10 tippaa ja sekoitetaan seosta koeputkisekoittimella. Sedimentin
annetaan reagoida liuoksen kanssa 30 sekunnin ajan, ja vérjiytynyt sedimentti pestddn kahdesti noin
5 ml:lla etanolia ja sen jilkeen kerran asetonilla (joka kerta kiytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin
ajan ja annetaan liuottimen selkeytyd noin minuutin ajan, minkd jilkeen liuos dekantoidaan).

— Virjaytynyt sedimentti kuivataan.
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2.1.3.4.4 Kaksinkertainen sedimentaatio petrolieetterilld | tetrakloorietyleenilli maalla eldvistd selkdrangattomista
perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi.

Kaikissa vaiheissa on kaytettivda 2.1.2.2 kohdan neljannessd luetelmakohdassa kuvattua lasista
kartionmuotoista 250 ml:n erotussuppiloa.

— 10 g:n annos (0,01 g:n tarkkuudella) jauhettua osandytettd siirretddn erotussuppiloon ja sille tehdddn
yksittdinen sedimentaatio tetrakloorietyleenilli 2.1.3.4.3 kohdassa kuvatulla tavalla mukaan lukien
sedimentin kerddminen suppiloon asetettuun suodatinpaperiin. Titd sedimenttid voidaan kdyttdd samoin
kuin kohdan 2.1.3.4.3 mukaisesti kerattyd sedimenttia.

— Sedimentin  kanssa valutettu tetrakloorietyleeni siirretddn asteikolliseen mittalasiin. Avataan
erotussuppilon sulkutulppa ja tdytetddn mittalasia, kunnes saadaan 30 ml tetrakloorietyleenid. Kun
maédrd on saavutettu, sulkutulppa suljetaan.

— Keritty tetrakloorietyleenin mdaird korvataan lisddmalld erotussuppiloon 30 ml petrolieetterid, jonka
kiehumispiste on 40-60 °C. Erotussuppilon sisilto sekoitetaan huolellisesti, jotta saadaan seos, jossa on
30 prosenttia petrolieetterid ja 70 prosenttia tetrakloorietyleenid (tiheys noin 1,26 g.cm”). Annetaan
aineen laskeutua 10 minuuttia. Kaksi uutta fraktiota erottuu: toinen sedimentti ja lopullinen flotaatti
(< 1,26 g.cm?). Toinen sedimentti kertdin petrimaljaan (tai suppiloon asetettuun suodatinpaperiin)
avaamalla sulkutulppa kunnes vain vdhin liuosseosta ja lopullinen flotaatti jadvit erotussuppiloon.
Jaljelle jadnyt neste ja lopullinen flotaatti on kerittiva erikseen suppiloon asetettuun suodatinpaperiin.
Erotussuppilon seindmit on huuhdeltava petrolieetterilld, jotta saadaan kerdttyd kaikki lopullisen
flotaatin materiaali. Lopullisen flotaatin annetaan kuivua. Lopullinen flotaatti seulotaan seulalla, jonka
silmidkoko on 0,25 mm, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin
olevien ainesosien havaitsemiseksi, paitsi jos seulontaa ei pideta tarpeellisena.

2.1.4 Mikroskooppinen tutkimus

2.1.4.1  Objektilasin valmistelu

Objektilasit valmistellaan sedimentistd ja laboratorion valinnan mukaan joko flotaatista tai raaka-aineesta.
Silloin kuin se on aiheellista maalla elavistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi,
objektilaseja on valmistettava myos lopullisesta flotaatista, joka on keritty 2.1.3.4.4 kohdassa kuvatulla
tavalla. Tuloksena saadut kaksi fraktiota (hieno ja karkea) valmistellaan. Objektilasille levitettavien fraktion
testindytteiden on oltava koko fraktiota edustavia.

Objektilaseja on valmisteltava riittdvd mddrd sen varmistamiseksi, ettd 2.1.4.2 kohdassa sdddettyd
tutkimusprotokollaa voidaan noudattaa kokonaisuudessaan.

Objektilaseilla on kéytettavd riittavdsti kiinnitysreagenssia EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan
julkaisemien toimintaohjeiden mukaisesti. Objektilaseilla kdytetdin peitinlaseja.

2.1.4.2  Vuokaaviot rehuseosten, rehuaineiden ja esiseosten sisiltimien eldimestd peridisin olevien partikkelien
havaitsemiseksi.

Valmisteltuja objektilaseja on tutkittava mikroskoopilla noudattaen kaavioissa 1 ja 2 esitettyjd vuokaavioita.

Mikroskooppitutkimus suoritetaan ldpivalaisumikroskoopilla tutkimalla sedimenttid ja laboratorion valinnan
mukaan flotaattia tai raaka-ainetta. Lisiksi maalla eldvistd selkdrangattomista periisin olevien ainesosien
havaitsemiseksi tutkimuksia on suoritettava my6s lopullisesta flotaatista, joka on keritty 2.1.3.4.4 kohdassa
kuvatulla tavalla ja noudattaen kaaviota 3. Karkeita fraktioita voidaan ldpivalaisumikroskoopin lisdksi tutkia
stereomikroskoopilla. Jokainen objektilasi tutkitaan ldpikotaisin eri suurennuksilla. Tarkat selitykset
vuokaavioiden kédytostd annetaan EURL-AP:n laatimissa ja verkkosivuillaan julkaisemissa SOP-
toimintaohjeissa (Standard Operating Procedures).

Vuokaavion kussakin vaiheessa havainnoitavien objektilasien vihimmaismdardd on noudatettava tarkasti,
paitsi jos médrattyd objektilasimairad ei ole mahdollista saavuttaa fraktioaineksen koon vuoksi, esimerkiksi

jos sedimenttid ei saada. Partikkelien méiran kirjaamiseen saa kayttdd enintddn kuusi objektilasia maaritystd
kohti.
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Valmisteltaessa lisdobjektilaseja joko flotaatista tai raaka-aineesta kdyttden 2.1.2.1.4 kohdassa tarkoitettuja
erityisia kiinnitysreagensseja, joilla on virjaysominaisuuksia, kun pyritdan saamaan lisdd tietoa sellaisista
rakenteista (kuten sulat, karva, lihas tai veripartikkelit), jotka on havaittu 2.1.2.1.3 kohdassa tarkoitetuilla
muilla kiinnitysreagensseilla valmistelluilla objektilaseilla, partikkelien médrd lasketaan mddritystd kohti
kéytettdvien objektilasien mddrin perusteella, joka voi olla enintddn kuusi, mukaan lukien lisdobjektilasit,
joissa kiytetadn erityistd kiinnitysreagenssia. Lisdobjektilaseja, jotka on valmistettu 2.1.3.4.4 kohdassa
kuvatulla tavalla kerdtystd lopullisesta flotaatista ja tarkoitettu maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin
olevien ainesosien havaitsemiseksi, ei tule kdyttdd muuntyyppisten (maalla elavit selkdrankaiset ja kalat)
ainesosien tunnistamiseen.

Jotta partikkelien tyyppi ja alkuperd olisi helpompi tunnistaa, laboratorio voi kiyttdd apuvilineits,
esimerkiksi pdatoksentekoa tukevia jarjestelmid, kuvakirjastoja ja vertailundytteita.

Kaavio 1

Vuokaavio tetrakloorietyleenilli toteutetun yksittiisen sedimentaation jilkeen rehuseosten, rehuaineiden ja
esiseoksien sisiltimien muista kuin maalla eldvisti selkirangattomista periisin olevien partikkelien
havaitsemiseksi ensimmiisessi miirityksessid

3 objektilasia sedimentista, joka on < 0,25 mm
+
1 objekiilazi flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat < 0,25 mm

Niyte ilmoitetaan
2.1.5.2 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

peréisia partikkeleita*™KYLLA
havaittu = 5 kutakin

Nayte ilmoitetaan
2.1.5.3 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

Kunkin partikkelityypin®
magra on

1 objektilasi
sedimentfista,
joka on = 0,25 mm

Vahvistavatko
eldinperdiset parfikkelit
iimoitetun pitoisuuden?

perdisia partikkeleita’®’
havaittu = 5 kutakin

1 objektilasi
flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat = 0,25 mm

Onko
kyseisentyyppisia
eldinperaisia partikkeleita*!
havaittu?

KYLLA

Nayte iimoitetaan
2.1.5.1 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

(*D1" ja “D2" viittaavat ensimmaisean ja toiseen masnitykseen; “: maalla elavat
selkarankaiset, kalat)
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Kaavio 2

Vuokaavio tetrakloorietyleenilld toteutetun yksittiisen sedimentaation jilkeen rehuseosten, rehuaineiden ja
esiseoksien sisiltimien muista kuin maalla elidvisti selkirangattomista periisin olevien partikkelien
havaitsemiseksi toisessa miirityksessid

3 objektilasia sedimentistd, joka on = 0,25 mm
+
1 objektilasi flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat = 0,25 mm

Niyte ilmoitetaan
2.1.5.2 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

onko elain-
perdisid partikkeleita'
havaittu = 5 kutakin
tyyppia?

1 objektilasi
sedimentista,
joka on = 025 mm

amantyyppisten partikkeleiden®®
summa kaavioissa D1+ D2 on

perdisia partikkeleita’™'
havaittu = 5 kutakin

Niyte ilmoitetaan
2.1.5.3 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

1 objekiilasi
flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat = 0,25 mm

(*D17 ja "D2" viittaavat ensimmadiseen ja toiseen madritykseen; @ maalla elivat
selkarankaiset, kalat)
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Kaavio 3
Vuokaavio petroolieetterillii | tetrakloorietyleenilli toteutetun kaksinkertaisen sedimentaation jilkeen
rehuseosten, rehuaineiden ja esiseoksien sisiltimien maalla eldvisti selkdrangattomista perdisin olevien
ainesosien havaitsemiseksi
D2
T 3 objekiilasia
3 objektilasia lopullisesta flotaatista,
lopullisesta flotaatista, joka on < 0,25 mm
joka on < 0,25 mm .
Onko maalla Onko maalla KYLLA
elavista selkarangattomista eldvista selkarangattomista
peréisin olevia partikkeleita perdisin olevia partikkeleita
havaittu = 57 5 havaiftu = 52
1 objekdilasi Maalla elavistd 1 objekdilasi
lopullisesta flotaatista, selkarangattomista perdisin lopullisesta flotaatista,
joka on = 0,25 mm o\ewei;lnggl;l;kgﬁleMen joka on > 0,25 mm
Onko maalla KYLLA
eldvista selkdrangattomisia I Maalla elavista g e o
neraisin olevia partikkeleita Nayte ilmoitetaan selkarangattomista peraisin 54 5"; };‘Eh:mmemf? &
havaittu? 2.1.5.3 kohdan mukaisesti olevien partikkeleiden summa -1.9.2 kondan mukaisesti
kyseiselle tyypille aavioissa D1+ D2 o kyseiselle tyypille
Nayte ilmoitetaan
2.1.5.1 kohdan mukaisesti el e
0 . Nayte ilmoitetaan
kyselsalie tyvpile 2.1.5.3 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille
(D17 ja "D2" viittaavat ensimmaiseen ja toiseen maaritykseen)
2.1.4.3  Maddritysten lukumaard

Madritykset on tehtévi erilaisista 50 gramman osanaytteista.

Jos kaaviossa 1 tai tarvittaessa kaaviossa 3 vahvistetun vuokaavion mukaisesti suoritetun ensimmadisen
mddrityksen jilkeen ei havaita eldinperdisid partikkeleita, lisimaaritys ei ole tarpeen, ja mddrityksen tulos
raportoidaan 2.1.5.1 kohdassa vahvistettua vakiomuotoilua kayttien.

Jos kaaviossa 1 vahvistetun vuokaavion mukaisesti suoritetun ensimmdisen maédrityksen jilkeen
kyseisentyyppisid eldinperdisia partikkeleita (esim. maalla elavid selkdrankaisia tai kaloja) havaitaan yksi tai
useampi ja havaitut partikkelit vahvistavat naytteen ilmoitetun pitoisuuden, toista madritystd ei tarvita. Jos
timédn ensimmdisen madrityksen aikana havaittujen kyseisentyyppisten eldinperiisten partikkelien mairi on
suurempi kuin viisi, médrityksen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdiin 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua
vakiomuotoilua kéyttden. Muussa tapauksessa médrityksen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdin 2.1.5.2
kohdassa vahvistettua vakiomuotoilua kdyttien.

Jos kaaviossa 3 vahvistetun vuokaavion mukaisesti suoritetun ensimmdisen mairityksen jilkeen havaitaan
enemman kuin viisi maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevaa eldinperdistd partikkelia, toinen
médritys ei ole tarpeen, ja mdidrityksen tulos raportoidaan 2.1.5.3 kohdassa tdtd tarkoitusta varten
vahvistettua vakiomuotoilua kayttien.

Kaikissa muissa tapauksissa, mukaan lukien tilanteet, joissa laboratoriolle ei ole toimitettu pitoisuutta
koskevaa ilmoitusta, tehdddn toinen madritys uudesta osandytteestd. Jos kaaviossa 2 tai tarvittaessa kaaviossa
3 vahvistetun vuokaavion mukaisesti tehdyn toisen mdirityksen jilkeen niissd kahdessa maarityksessd
havaittujen kyseisentyyppisten eldinperdisten partikkelien summa on yhteensd suurempi kuin kymmenen,
madrityksen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdin 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua vakiomuotoilua kiyttden.
Muussa tapauksessa maédrityksen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdin 2.1.5.2 kohdassa vahvistettua
vakiomuotoilua kdyttden.
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2.1.5 Tulosten ilmoittaminen
Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava mistd aineksesta méiritys on tehty (sedimentti,
flotaatti, lopullinen flotaatti tai raaka-aine). Raportoinnista on kdytavi selvisti ilmi, kuinka monta maaritystd
on tehty ja onko fraktioita seulottu edelld olevan 2.1.3.4.3 kohdan ensimmidisen alakohdan kolmannen
kappaleen mukaisesti tai 2.1.3.4.4 kolmannen alakohdan mukaisesti ennen objektilasin valmistusta.
Laboratorion raportin on sisillettdva ainakin tieto maalla eldvistd selkdrankaisista ja kalasta perdisin olevien
ainesosien esiintymisestd.
Eri tuloksista raportoidaan seuraavasti:
2.1.5.1  Kyseisentyyppisti eldinperiistd partikkelia ei havaittu:
— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd ei valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella todettu
maalla eldvistd selkdrankaisista perdisin olevia partikkeleita.”
— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd ei valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella todettu
kalasta periisin olevia partikkeleita.”
— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd ei valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella todettu
maalla elavistd selkdrangattomista perdisin olevia partikkeleita.”
2.1.5.2  Kyseisentyyppisid eldinperiisid partikkeleita havaittu 1-5, kun vain yksi méaritys on tehty, tai 1-10, kun

kaksi mdédritystd on tehty (havaittujen partikkelien médrd on pienempi kuin rehuissa esiintyvia
eldinproteiinia késittelevan EU:n vertailulaboratorion (EURL-AP) laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien
SOP-toimintaohjeiden mukainen paatosraja):

Kun vain yksi médritys on tehty:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
enintddn viisi maalla eldvistd selkdrankaisista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin
seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu (yksiloiddén tarvittaessa)]. Timi vdhdinen mdird on
talle mikroskooppiselle menetelmille vahvistetun padtosrajan alapuolella.”

— "Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
enintddn viisi kalasta perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto, kalan
suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksiloidddn tarvittaessa)]. Tami vdhdinen midrd on tille
mikroskooppiselle menetelmille vahvistetun paitosrajan alapuolella.”

Kun on tehty kaksi madritysta:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden madirityksen yhteydessd enintdin kymmenen maalla eldvistd selkdrankaisista perdisin olevaa
partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu (yksil6idddn
tarvittaessa)]. Tamd vahdinen madrd on tille mikroskooppiselle menetelmalle vahvistetun padtosrajan
alapuolella.”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden maédrityksen yhteydessd enintddn kymmenen kalasta perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit
tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksil6idddn
tarvittaessa)]. Tamd vahidinen miird on tille mikroskooppiselle menetelmaille vahvistetun paitosrajan
alapuolella.”

— "Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden madrityksen yhteydessi enintddn kymmenen maalla eldvistd selkdrangattomista periisin olevaa
partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kutikulan osaset, suuosat, lihas, ilmaputkisto, muu
(yksiloidddn tarvittaessa)]. Tama vihdinen mdird on tille mikroskooppiselle menetelmalle vahvistetun
paatosrajan alapuolella.”

Lisaksi:
— Jos ndyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio

tai jyvit), josta eldinperiiset partikkelit on havaittu, silli jos eldinperiisid partikkeleita havaitaan
ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympiriston epapuhtauksista.
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— Jos havaitaan ainoastaan sellaisia eldinperdisid partikkeleita, joita ei voida luokitella maalla eldviksi
selkdrankaisiksi eikd kaloiksi (esim. lihassdikeet), raportissa on mainittava, ettd ainoastaan tallaisia
eldinperdisid partikkeleita havaittiin ja ettei voida sulkea pois sitd, ettd ne ovat mahdollisesti perdisin
maalla elavistd selkdrankaisista.

2.1.5.3  Kyseisentyyppisid eldinperdisid partikkeleita havaittu enemmaén kuin viisi, kun vain yksi méritys on tehty, tai
enemman kuin kymmenen, kun kaksi mairitystd on tehty:

Kun vain yksi médritys on tehty:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
enemmin kuin viisi maalla eldvistd selkdrankaisista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin
seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu (yksiloiddén tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
enemman kuin viisi kalasta perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto,
kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksiloiddan tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
enemmdn kuin viisi maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit
tunnistettiin - seuraaviksi ... [kutikulan osaset, suuosat, lihas, ilmaputkisto, muu (yksiloiddan
tarvittaessa)|.”

Kun on tehty kaksi médritysté:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden mdirityksen yhteydessdi enemmin kuin kymmenen maalla eldvistd selkdrankaisista periisin
olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu
(yksiloidddn tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden maarityksen yhteydessd enemman kuin kymmenen kalasta perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit
tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksil6iddan
tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella
kahden madrityksen yhteydessd enemman kuin kymmenen maalla eldvistd selkdrangattomista periisin
olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kutikulan osaset, suuosat, lihas, ilmaputkisto,
muu (yksil6ididdn tarvittaessa)].”

Lisaksi:
— Jos ndyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio

tai jyvit), josta eldinperdiset partikkelit on havaittu, silli jos eldinperdisid partikkeleita havaitaan
ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympariston epapuhtauksista.

— Jos havaitaan ainoastaan sellaisia eldinperiisid partikkeleita, joita ei voida luokitella maalla eldviksi
selkdrankaisiksi eikd kaloiksi (esim. lihassdikeet), raportissa on mainittava, ettd ainoastaan tillaisia
eldinperdisid partikkeleita havaittiin ja ettei voida sulkea pois sitd, ettd ne ovat mahdollisesti perdisin
maalla elavistd selkdrankaisista.”
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