Anexa nr. 6

la Hotărîrea Guvernului nr.686

din 13 septembrie 2012
METODELE DE ANALIZĂ 

privind determinarea constituenţilor de origine animală 

pentru controlul oficial al nutreţurilor

1. CONDIŢII PENTRU DETECTAREA, IDENTIFICAREA SAU ESTIMAREA 
PRIN EXAMINARE MICROSCOPICĂ A CONSTITUENŢILOR DE ORIGINE ANIMALĂ ÎN NUTREŢURI 

1.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare
Prezentele condiţii se utilizează în cazul în care detectarea constituenţilor de origine animală, definiţi ca produse rezultate din prelucrarea carcaselor sau a unor părţi din corpul mamiferelor, păsărilor de crescătorie sau peştilor, din nutreţuri se realizează prin examinare microscopică în cadrul unui program de inspecţie coordonat în domeniul nutriţiei animalelor. 

Determinarea constituenţilor de origine animală în nutreţuri se efectuează prin microscopie optică sau reacţie în lanţ a polimerazei (PCR), în conformitate cu dispozițiile stabilite în prezenta anexă.

Aceste două metode fac posibilă detectarea prezenței constituenților de origine animală în materiile prime pentru nutreţuri şi nutreţuri combinate. Totuși, ele nu fac posibilă calcularea cantităţii acestor constituenţi în materiile prime pentru nutreţuri şi nutreţuri combinate. Ambele metode au o limită de detecţie sub 0,1% g/g.

Metoda PCR face posibilă identificarea grupului taxonomic al constituenților de origine animală prezenţi în materiile prime pentru nutreţuri şi nutreţuri combinate.

În funcţie de tipul de nutreţ în curs de testare, aceste metode pot fi utilizate în cadrul unui singur protocol operaţional, fie singure, fie combinate împreună în conformitate cu procedurile standard de operare, stabilite de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia.

1.2. Sensibilitate
În funcţie de natura constituenţilor de origine animală, este posibilă detectarea unor cantităţi foarte mici în nutreţuri (< 0,1%). 

1.3. Principiul de aplicare
Pentru identificare se utilizează un eşantion reprezentativ, prelevat în conformitate cu indicaţiile din anexa nr. 1 şi care a fost supus unei preparări. Protocolul descris în punctul 1.9. din prezenta anexă este adecvat pentru tratarea nutreţurilor cu un conţinut mic de umiditate. 

Nutreţurile cu un conţinut de umiditate mai mare de 14% se usucă înaintea tratamentului. Nutreţurile sau materiile prime pentru nutreţuri speciale, precum grăsimile sau uleiurile necesită un tratament specific, prevăzute în puctul 1.9. din prezenta anexă. 

Constituenţii de origine animală se identifică pe baza caracteristicilor tipice, identificabile prin examinare microscopică, cum sînt fibrele musculare şi alte particule de carne, cartilagiile, oasele, coarnele, părul, părul de porc, sîngele, penele, cojile de ouă, oasele şi solzii de peşte. 

Identificarea trebuie să se realizeze atît pentru fracţia care a trecut prin sită, conform prevederilor descrise în subpunctul 1.6.1., cît şi pentru sedimentul concentrat de eşantion, în conformitate cu prevederile menţionate în subpunctul 1.6.2. din prezenta anexă.
1.4. Reactivi utilizaţi
1.4.1. Agent de includere

1.4.1.1. Tetracloretilenă cu greutatea specifică 1,62.

1.4.1.2.Soluție de roșu de alizarină, care se diluează 2,5 ml acid clorhidric 1M în 100 ml apă și se adaugă 200 mg roșu de alizarină în soluția obţinută.
1.4.1.3. Clorhidrat (soluţie apoasă, 60% g/v). 

1.4.1.4. Leşie (NaOH 2,5% g/v sau KOH 2,5% g/v) pentru fracţiile cernute.

1.4.1.5. Ulei de parafină sau glicerol, cu vîscozitatea: 68-81 pentru examinarea microscopică a sedimentului.

1.4.1.6. Norland® Optical Adhesive 65 (vîscozitate: 1 200 cP) sau o rășină cu proprietăți echivalente pentru pregătirea lamelor permanente.

1.4.1.7. Reactiv Fehling, preparat înainte de utilizare din părţi egale de 
1/1 a două soluţii stoc A şi B. Soluţia A: se dizolvă 6,9 g sulfat de cupru (II) pentahidrat în 100 ml apă. Soluţia B: se dizolvă 34,6 g tartrat de sodiu și potasiu tetrahidrat şi 12 g NaOH în 100 ml apă.

1.4.1.8. Tetrametilbenzidină/Peroxid de hidrogen. Se dizolvă 1 g de 3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidină în 100 ml de acid acetic glacial şi 150 ml apă. Înainte de utilizare, se amestecă patru părţi din această soluţie tetrametilbenzidină cu o parte de peroxid de hidrogen 3 %.

1.4.2. Agenţi de clătire

1.4.2.1. Alcool 96%. 

1.4.2.2. Acetonă. 

1.4.3. Agent de concentrare

1.4.3.1. Tetracloretilenă cu densitatea 1,62. 

1.4.4. Reactivi de colorare

1.4.4.1. Soluţie de iod/iodură de potasiu. Se dizolvă 2 g iodură de potasiu în 100 ml apă şi se adaugă 1 g de iod agitînd frecvent.  

1.4.4.2. Roşu de alizarină. Se diluează 2,5 ml acid clorhidric 1M. în 
100 ml apă şi se adaugă 200 mg roşu de alizarină în soluţia obţinută. 

1.4.4.3. Reactiv cistină – 2 g acetat de plumb, 10 g NaOH/100 ml H2O. 

1.4.4.4. Soluţie de iod/iodură de potasiu, dizolvată în etanol 70%. 

1.4.5. Reactiv decolorant 

1.4.5.1. Soluţie comercială de hipoclorit de sodiu cu o concentraţia de 
9-14% clor activ. 

1.5. Echipament şi accesorii
1.5.1. Balanţă analitică, cu precizia de 0,001 g, cu excepţia sedimentului concentrat: 0,001 g.

1.5.2. Dispozitiv de măcinat (moară de măcinat sau mojar, în special pentru nutreţuri ce conţin > 15% grăsime, detectată la analiză). 

1.5.3. Sită cu ochiuri pătrate cu lărgimea de maximum 0,25 mm şi 1 mm lăţime.

1.5.4. Pîlnie de separare sau pahar de laborator de decantare cu fund conic. 

1.5.5. Microscop stereoscopic (mărire de minimum 40 de ori). 

1.5.6. Microscop compus (mărire de minimum 400 de ori), lumină transmisă sau lumină polarizată. 

1.5.7. Sticlărie de laborator standard.

1.5.8. Echipamente pentru pregătirea lamelor: lame de microscop clasice, lame tubulare, lame de acoperire cu mărimea de 20×20 mm, pensete, spatulă fină.
Toată aparatura se curăţă cu grijă. Pîlniile de separare şi sticlăria se spală în maşina de spălat. Sitele se curăţă cu o perie cu peri aspri. 

1.6. Procedura de preparare
Pentru a se evita contaminarea încrucișată în laborator, toate echipamentele reutilizabile sînt curățate cu grijă înainte de utilizare. Piesele pîlniei de separare sînt demontate înainte de curățare. Piesele pîlniei de separare și sticlăria sînt prespălate manual și apoi spălate în mașina de spălat. Sitele sînt curățate, utilizînd o perie cu peri sintetici aspri. Se recomandă curățarea finală a sitelor cu acetonă și aer comprimat după cernerea materiilor grase, precum făina de pește.

Dacă ambele fracţii se analizează ca eşantioane individuale, nutreţurile sub formă de pelete se cern în prealabil. 

Cel puţin 50 g de eşantion se tratează, dacă este necesar, se macină cu grijă cu un dispozitiv de măcinare adecvat pentru a obţine o structură corespunzătoare. Din materialul măcinat se iau două porţiuni reprezentative, una pentru fracţia cernută de cel puţin 5 g, avînd în vedere menţiunea de la subpunctul 1.6.1 din prezenta anexă şi una pentru sedimentul concentrat de cel puţin 5 g, avînd în vedere menţiunea de la subpunctul 1.6.2 din prezenta anexă.

Pentru identificare se poate aplica suplimentar colorarea cu reactivi de colorare, conform prevederilor subpunctului 1.6.3 din prezenta anexă.

Pentru a indica natura proteinelor animale şi originea particulelor, se poate utiliza un sistem de decizie asistată de tipul ARIES şi pot fi documentate eşantioane de referinţă. 

1.6.1. Pentru analiza eşantioanelor altele decît grăsimi sau uleiuri

Eşantioanele cu un conţinut de umiditate >14% se usucă înainte de tratare.

Se recomandă să se cearnă în prealabil la 1 mm nutreţurile sub formă de pelete şi grăunţele, apoi să se pregătească şi să se analizeze cele două fracţiuni rezultate ca eşantioane distincte.

Subeşantionarea şi măcinarea: cel puţin 50 g din eşantion constituie subeşantioane pentru a fi analizate şi ulterior măcinate.

1) Extragerea şi prepararea sedimentului: o porţiune de 10 g, cu o precizie de 0,01 g, din subeșantionul măcinat este transferată în pîlnia de separare sau în paharul de sedimentare cu fund conic și se adaugă 50 ml de tetracloretilenă. Porţiunea transferată în pîlnie este limitată la 3 g în cazul făinii de peşte sau al altor produse de origine animală pure, ingrediente minerale sau preamestecuri care generează sedimente în proporţie de peste 10%. 

Amestecul se scutură energic cel puţin 30 de secunde şi se mai adaugă cu atenţie cel puţin 50 ml de tetracloretilenă în timp ce se spală suprafaţa interioară a pîlniei pentru a îndepărta orice urmă de particule. Amestecul rezultat se lasă să stea cel puţin cinci minute înainte de a separa sedimentul prin deschiderea robinetului.

2) Dacă se utilizează un pahar de sedimentare cu fund conic, se agită energic amestecul cel puţin 15 secunde şi particulele care rămîn pe pereții paharului sînt spălate cu atenţie de pe suprafața interioară cu cel puţin 10 ml de tetracloretilenă curată. 

Amestecul se lasă să stea 3 minute și apoi se agită din nou 15 secunde, iar particulele care rămîn pe pereţii paharului sînt spălate cu atenţie de pe suprafața interioară cu cel puţin 10 ml de tetracloretilenă curată. Amestecul rezultat se lasă să stea cel puţin 5 minute şi apoi fracțiunea lichidă se înlătură şi se elimină prin decantare atentă, avînd grijă să nu se piardă nimic din sediment.

3) Sedimentul se usucă și apoi se cîntăreşte cu o precizie de 0,001 g. Dacă peste 5% din sediment constă în particule >0,50 mm, se cerne la 0,25 mm şi se examinează cele două fracţiuni rezultate.

4) Extragerea și prepararea reziduului de flotaţie: după recuperarea sedimentului prin metoda descrisă mai sus, trebuie să rămînă două faze în pîlnia de separare: una lichidă care constă în tetracloretilenă şi una solidă alcătuită din material care pluteşte. Această fază solidă este reziduul de flotaţie care se recuperează, turnînd toată tetracloretilena din pîlnie prin deschiderea robinetului. Prin răsturnarea pîlniei de separare, reziduul de flotaţie este transferat într-o placă Petri mare şi uscat la aer într-o hotă de tiraj. Dacă peste 5% din reziduul de flotaţie constă în particule >0,50 mm, se cerne la 0,25 mm şi se examinează cele două fracţiuni rezultate.

5) Pregătirea materiei prime: se pregăteşte o porțiune de cel puţin 5 g de subeşantion măcinat. Dacă peste 5% din materie constă în particule >0,50 mm, se cerne la 0,25 mm şi se examinează cele două fracţiuni rezultate.

1.6.2. Identificarea constituenţilor de origine animală din fracţiile cernute 

Un eşantion de cel puţin 5 g se cerne prin sită în două fracţii. Fracţia (fracţiile) cernută (cernute) cu particule mari (sau o parte reprezentativă a fracţiei) se aplică în strat subţire pe un suport adecvat şi se examinează sistematic la microscopul stereoscopic cu măriri diferite pentru detectarea constituenţilor de origine animală.

Lamelele preparate cu fracţia (fracţiile) cu particule fine se examinează sistematic la microscopul compus cu măriri diferite pentru detectarea constituenţilor de origine animală.

1.6.3. Identificarea constituenţilor de origine animală din sedimentul concentrat 

Cel puţin 5 g se cîntăresc cu o precizie de pînă la 0,001 g de eşantion se transferă într-o pîlnie de separare sau într-un vas de laborator de decantare cu fund conic şi se tratează cu cel puţin 50 ml tetracloretilenă. Soluţia se agită sau se amestecă de mai multe ori. 

1) Dacă se utilizează o pîlnie de separare închisă, sedimentul se lasă să stea un timp de cel puţin trei minute înainte de a fi separat. Se repetă agitarea şi sedimentul se lasă iar să stea timp de cel puţin trei minute. 

Se separă din nou sedimentul.

2) Dacă se utilizează un pahar de laborator deschis, sedimentul se lasă să stea cel puţin cinci minute înainte de a fi separat. 

Sedimentul total se usucă şi apoi se cîntăreşte cu o precizie de 0,001 g. Cîntărirea este efectuată doar dacă este necesară o estimare. Dacă sedimentul conţine multe particule mari, se poate cerne printr-o sită în două fracţii.

Sedimentul uscat se examinează la microscopul stereoscopic şi la microscopul compus pentru detectarea constituenţilor osoşi. 

1.6.4. Pregătirea eşantioanelor constînd în grăsimi sau uleiuri

Pentru pregătirea eşantioanelor constînd în grăsimi sau uleiuri se aplică următorul protocol:

1) dacă grăsimea este solidă, se încălzeşte într-un cuptor pînă cînd devine lichidă;

2) cu ajutorul unei pipete, 40 ml de grăsime sau ulei se transferă din partea inferioară a eşantionului într-un tub de centrifugă;

3) se centrifughează timp de 10 minute la 4 000 rpm;

4) dacă grăsimea este solidă după centrifugare, se încălzeşte într-un cuptor pînă cînd devine lichidă;

5) se repetă centrifugarea timp de 5 minute la 4 000 rpm;

6) cu ajutorul unei linguri mici sau al unei spatule, jumătate din impurităţile decantate sînt transferate spre examinare către lame microscopice, recomandîndu-se glicerolul ca mediu de montare.

1.6.5. Utilizarea agenţilor de includere şi a reactivilor de colorare

Pentru a facilita identificarea la microscop a constituenţilor de origine animală se pot utiliza agenţi de includere şi reactivi de colorare speciali.

Clorhidrat: prin încălzire cu atenţie, structurile celulare se văd mai clar, ca urmare a faptului că granulele de amidon se gelatinizează, iar conţinuturile celulare nedorite sînt eliminate. 

Leşie: atît hidroxidul de sodiu, cît şi hidroxidul de potasiu limpezesc materialul nutreţului, facilitînd detecţia fibrelor musculare, a părului sau a altor structuri cheratinoase. 

Ulei de parafină şi glicerol: constituenţii osoşi pot fi identificaţi bine în acest agent de includere pentru că majoritatea lacunelor rămîn umplute cu aer şi apar sub formă de găuri negre de aproximativ 5-15 μm. 

Soluţie de iod/iodură de potasiu: se utilizează pentru detecţia amidonului de culoare albastră-violetă şi a proteinelor de culoare galbenă-portocalie. Dacă este necesar, soluţiile pot fi diluate. 

Soluţie de roşu de alizarină: coloraţie roşie/roz a oaselor, precum şi a oaselor şi solzilor de peşte. Înainte de uscarea sedimentului, în conformitate cu prevederile subpunctul 1.6.2 din prezenta anexă, întregul sediment se transferă într-o eprubetă de sticlă şi se clăteşte de două ori cu aproximativ 5 ml de alcool, astfel de fiecare dată se utilizează un agitator, iar solventul se lasă să stea timp de aproximativ un minut şi se elimină. 

Înainte de a utiliza acest reactiv de colorare, sedimentul se decolorează adăugîndu-se cel puţin 1 ml de soluţie de hipoclorit de sodiu. Se permite ca reacţia să continue timp de 10 minute. 

Eprubeta se umple cu apă, se aşteaptă timp de 2-3 minute ca sedimentul să se decanteze, iar apa şi particulele în suspensie se elimină. Sedimentul se clăteşte de încă două ori cu aproximativ 10 ml de apă, iar pentru aceasta, de fiecare dată, se utilizează un agitator, care se lasă să stea şi apoi se elimină apa. 

În funcţie de cantitatea de reziduu, se adaugă două pînă la zece sau mai multe picături de soluţie de roşu de alizarină. Amestecul se agită şi se permite desfăşurarea reacţiei timp de cîteva secunde. Sedimentul colorat se clăteşte de două ori cu aproximativ 5 ml de alcool, apoi o dată cu acetonă, astfel, de fiecare dată, se utilizează un agitator, solventul se lasă să stea timp de aproximativ un minut şi se elimină. Astfel sedimentul este pregătit pentru a fi uscat. 

Reactiv cistină: prin încălzire cu atenţie, constituenţii care conţin cistină cu ar fi păr, pene etc. devin de culoare negru-maro. 

1.6.6. Examinarea nutreţurilor susceptibile de a conţine făină de peşte

Se examinează la microscopul compus, în conformitate cu prevederile subpunctelor 1.6.1 şi 1.6.2 din prezenta anexă, cel puţin o lamelă din fracţia fină cernută şi din fracţia fină de sediment. 

Dacă eticheta indică prezenţa făinii de peşte în ingrediente sau dacă se suspectează sau se detectează prezenţa făinii de peşte la examinarea iniţială, se examinează cel puţin încă două lamele cu fracţie fină cernută din eşantionul original, precum şi fracţia de sediment total. 

1.6.7. Lamele microscopice se pregătesc din sediment și, în funcție de alegerea operatorului, fie din reziduu de flotație, fie din materie primă. În cazul în care s-a utilizat cernerea în timpul pregătirii eșantioanelor, se pregătesc cele două fracțiuni rezultate - cea fină și cea grosieră. Porţiunile de testat din fracțiuni întinse pe lame trebuie să fie reprezentative pentru întreaga fracţiune.

Lamele microscopice se montează cu mediul de montare adecvat în conformitate cu procedurile standard de operare stabilite de laboratorul de referință al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia. Lamele se acoperă cu lame de acoperire.

Observațiile microscopice se realizează utilizînd microscopul compus pe sediment și, în funcție de alegerea operatorului, fie pe reziduul de flotaţie, fie pe materia primă. Microscopul stereoscopic poate fi utilizat suplimentar faţă de microscopul compus pentru fracţiunile grosiere. Fiecare lamă se examinează în întregime la diferite amplificări.

Numărul minim de lame care trebuie observate în fiecare etapă a protocolului de observare trebuie să fie strict respectat, cu excepţia cazului în care întregul material al fracţiunii nu permite să se ajungă la numărul prevăzut de lame. Nu se observă mai mult de 6 lame pentru fiecare determinare.

Pentru a facilita identificarea naturii şi originii particulelor, operatorul poate utiliza instrumente de sprijin, precum sisteme de asistare în luarea deciziilor, biblioteci de imagini şi eşantioane de referinţă.

1.6.8. Numărul determinărilor

Dacă în urma unei prime determinări efectuate în conformitate cu protocolul de observare, nu se detectează nicio particulă animală de o anumită natură, cum sînt animale terestre sau peşti, nu este necesară nicio determinare suplimentară.

Dacă în urma unei prime determinări efectuate în conformitate cu protocoalele de observare, după caz, numărul total al particulelor animale de o anumită natură detectate, precum animale terestre sau peşti, variază de la 1 la 5, se efectuează o a doua determinare, pornind de la un nou subeşantion de 50 g. 

Dacă în urma determinării a doua, numărul de particule animale de această anumită natură detectate variază de la 0 la 5, rezultatul analizei se raportează utilizînd terminologia stabilită la punctul 1.6 din prezenta anexă, dacă nu, se efectuează o a treia determinare, pornind de la un nou subeșantion de 50 g. 

În cazul în care, în urma primei și a celei de a doua determinări, suma particulelor de o anumită natură detectate în cele două determinări este mai mare de 15, nu este necesară nicio determinare suplimentară, iar rezultatul analizei se raportează direct, utilizînd terminologia stabilită la punctul 1.6 din prezenta anexă. Dacă în urma celei de a treia determinări, suma particulelor animale de o anumită natură detectate pe parcursul celor trei determinări este mai mare de 
15, rezultatul analizei se raportează, utilizînd terminologia stabilită la punctul 1.6 din prezenta anexă. 

1.7. Calcul şi evaluare
Autoritatea sanitar-veterinară competentă supraveghează ca procedurile descrise la prezentul punct să fie utilizate pentru toate analizele oficiale în vederea estimării cantităţii şi nu doar a prezenţei constituenţilor de origine animală. 

Calculul se poate realiza doar în cazul în care constituenţii de origine animală conţin fragmente osoase. 

Fragmentele osoase ale speciilor terestre cu sînge cald, de exemplu, mamifere şi păsările, se pot distinge de diferitele tipuri de os de peşte pe o lamelă microscopică, cu ajutorul lacunei tipice. Proporţia de constituenţi de origine animală din eşantion se estimează luînd în considerare următoarele: 

1) proporţia estimată în % per greutate de fragmente osoase în sedimentul concentrat; 

2) proporţia în % per greutate de os din constituenţii de origine animală. 

Pentru estimare trebuie să se examineze, dacă este posibil, cel puţin trei lamele şi cel puţin cinci cîmpuri pentru fiecare lamelă. În nutreţurile combinate, sedimentul concentrat conţine, de regulă, nu numai fragmente de oase de animale terestre şi de oase de peşte, ci şi alte particule cu greutate specifică mare, cum ar fi minerale, nisip, fragmente de plante lignificate şi altele. 

1.7.1. Valoarea estimată a procentajului de fragmente osoase:

1) % de fragmente de oase de animale terestre = (S × c)/g; 

2) % de fragmente de oase şi solzi de peşte = (S × d)/g, 

unde: 

S = greutatea sedimentului în mg; 

c = factor de corecţie a %-ului pentru porţiunea estimată de oase de animale terestre din sediment;

d = factor de corecţie a %-ului pentru porţiunea estimată de fragmente de oase şi solzi de peşte din sediment;

g = greutatea eşantionului pentru sedimentare în mg.

1.7.2. Valoarea estimată a constituenţilor de origine animală

Dacă tipul făinii de origine animală prezente în eşantion este confirmat, conţinutul acesteia se va determina conform următoarelor formule:

1) conţinutul estimat de constituenţi al produselor din animale terestre: 

(%) = (S × c)/(g × f) × 100;

2) conţinutul estimat de constituenţi al produselor din peşte: 

(%) = (S × d)/(g × f) × 100,

unde: 

S = greutatea sedimentului în mg;

c = factor de corecţie a %-ului pentru porţiunea estimată de constituenţi de oase de animale terestre din sediment;

d = factor de corecţie a %-ului pentru porţiunea estimată de fragmente de oase şi solzi de peşte din sediment;

f = factor de corecţie pentru proporţia de oase din constituenţii de origine animală din eşantionul examinat;

g = greutatea eşantionului pentru sedimentare în mg.

1.8. Exprimarea rezultatelor examinării
Raportul conţine cel puţin informaţii privind prezenţa constituenţilor derivaţi din animale terestre şi din făină de peşte. Diferitele cazuri se raportează în modul descris în subpunctele 1.8.1 şi 1.8.2. 

1.8.1. Referitor la prezenţa constituenţilor derivaţi din animale terestre: 

1) în măsura în care a fost perceptibil la microscop, în eşantionul analizat nu a fost detectat niciun constituent derivat din animale terestre; sau 

2) în măsura în care a fost perceptibil la microscop, în eşantionul analizat au fost detectaţi constituenţi derivaţi din animale terestre. 

1.8.2. Referitor la prezenţa făinii de peşte: 

1) în măsura în care a fost perceptibil la microscop, niciun constituent derivat din peşte nu a fost detectat în eşantionul analizat;

2) în măsura în care a fost perceptibil la microscop, în eşantionul analizat au fost detectaţi constituenţi derivaţi din peşte. 

Dacă sînt detectaţi constituenţi derivaţi din peşte sau din animale terestre, raportul privind rezultatele examinării, dacă este necesar, poate să indice o estimare a cantităţii de componente detectate (x %, <0,1%, 0,1-0,5%, 0,5-5% sau >5%), alte specificaţii privind tipul animalului terestru, dacă este posibil, precum şi constituenţii de origine animală identificaţi, cum sînt fibre musculare, cartilaje, oase, coarne, păr, peri de porc, pene, sînge, coji de ouă, oase de peşte, solzi.

În cazul în care se estimează cantitatea de constituenţi de origine animală, se menţionează factorul de corecţie „f” utilizat. 

În cazul în care se identifică componente osoase derivate din animalele terestre, raportul conţine menţiunea suplimentară „Nu se poate exclude posibilitatea provenienţei din mamifere a constituenţilor menţionaţi anterior”.

Această menţiune suplimentară nu este necesară în cazurile în care fragmentele osoase provenite de la animale terestre sînt specificate ca fragmente osoase provenite de la păsări de crescătorie sau mamifere. 

1.9. Protocol facultativ pentru analiza grăsimilor sau a uleiurilor
Pentru analiza grăsimilor sau a uleiurilor se poate utiliza următorul protocol: 

1) Dacă grăsimea este solidă, aceasta se încălzeşte, de exemplu într-un cuptor cu microunde, pînă cînd devine lichidă. 

2) Cu ajutorul unei pipete, se transferă 40 ml de grăsime din partea inferioară a eşantionului într-un tub de centrifugă. 

3) Se centrifughează timp de 10 minute la 4000 rpm. 

4) Dacă grăsimea se solidifică după centrifugare, aceasta se încălzeşte încă o dată într-un cuptor pînă cînd devine lichidă. Se repetă centrifugarea timp de cinci minute la 4 000 rpm. 

5) Cu ajutorul unei linguri mici sau al unei spatule se transferă jumătate din impurităţile decantate într-o placă Petri sau pe o lamelă de microscop pentru identificarea microscopică a unui posibil conţinut de constituenţi de origine animală, cum ar fi fibre de carne, pene, fragmente osoase. Ca agent de includere pentru microscopie se recomandă uleiul de parafină sau glicerolul. 

6) Impurităţile rămase se utilizează pentru sedimentare, conform descrierii de la subpunctul 1.6.2. 

7) Impurităţile rămase se utilizează pentru prepararea sedimentului astfel cum se descrie în prezenta anexă la subpunctul 1.6.1.

1.9.1. Utilizarea agenţilor de colorare

Pentru a facilita identificarea corectă a constituenților de origine animală, operatorul poate utiliza agenți de colorare în timpul pregătirii eşantioanelor, în conformitate cu orientările emise de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia.

În cazul în care se utilizează soluție de roșu de alizarină pentru colorarea sedimentelor, se aplică următorul protocol:

1) sedimentul uscat se transferă într-o eprubetă de sticlă şi se clăteşte de două ori cu aproximativ 5 ml de etanol. De fiecare dată se utilizează un agitator timp de 30 de secunde, solventul se lasă să se decanteze aproximativ un minut și 30 de secunde și se elimină prin turnare;

2) sedimentul se decolorează, adăugîndu-se cel puţin 1 ml de soluţie de hipoclorit de sodiu. Se permite ca reacţia să continue 10 minute. Tubul se umple cu apă, sedimentul se lasă să se decanteze 2-3 minute, iar apa şi particulele în suspensie se elimină uşor prin turnare;

3) sedimentul se mai clătește de două ori cu aproximativ 10 ml de apă. Se utilizează un agitator timp de 30 de secunde, se lasă să se decanteze și se elimină apa prin turnare de fiecare dată;

4) se adaugă între 2 şi 10 picături de soluţie de roşu de alizarină, iar amestecul se agită. Se permite desfăşurarea reacţiei timp de 30 de secunde şi sedimentul colorat se clăteşte de două ori cu aproximativ 5 ml de etanol, apoi o dată cu acetonă. De fiecare dată se utilizează un agitator timp de 30 de secunde. Solventul se lasă să se decanteze aproximativ un minut şi se elimină prin turnare;

5) sedimentul colorat se usucă.

1.10. Determinarea constituenţilor de origine animală în nutreţuri a polimerazei (PCR)
Fragmentele de acid dezoxiribonucleic (în continuare – ADN) de origine animală care pot fi prezente în materiile prime pentru nutreţuri şi nutreţuri combinate sînt detectate printr-o tehnică de amplificare genetică prin PCR, care vizează secvenţe de ADN specifice speciei.
Metoda PCR necesită, în primul rînd, o etapă de extragere a ADN-ului. Etapa de amplificare se aplică ulterior extractului de ADN astfel obţinut, în vederea detectării speciilor de animale vizate de test.
1.10.1. Reactivi şi echipamente pentru etapa de extragere a ADN-ului
Se utilizează numai reactivii aprobaţi de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicaţi pe pagina web oficială al acestuia.
Se utilizează numai primerii şi sondele cu secvenţe de oligonucleotide validate de către laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale.

1.10.2. Se utilizează doar soluţiile de amestec principal care nu conţin reactivi susceptibili să conducă la rezultate false din cauza prezenţei de ADN animal.

1) reactivi de decontaminare;
2) soluție de acid clorhidric – 0,1 N;
3) înălbitor – soluţie de hipoclorit de sodiu la 0,15% din clor activ;
4) reactivi necorozivi pentru decontaminarea dispozitivelor costisitoare, precum balanţele analitice, de exemplu, DNA EraseTM al MP Biomedicals;
5) echipamente;
6) balanţă analitică cu o precizie de 0,001 g;
7) echipament de măcinare;
8) thermocycler care permite PCR în timp real;
9) microcentrifugă pentru tuburi de microcentrifugare;
10) set de micropipete care permit introducerea cu pipeta de la 1 μl pînă la 1 000 μl;
11) material de plastic standard de biologie moleculară: tuburi de microcentrifugare, vîrfuri de plastic filtrate pentru micropipete, plăci pentru thermocycler;

12) Congelatoare pentru depozitarea eşantioanelor şi reactivilor.

1.10.3. Pregătirea eşantioanelor
Pregătirea eşantioanelor de laborator înainte de extragerea ADN-ului respectă cerinţele prevăzute în anexa nr. 2 la prezenta hotărîre.

Cel puţin 50 g din eşantion constituie subeşantioane pentru a fi analizate şi ulterior măcinate.

Pregătirea eşantioanelor se efectuează într-o încăpere diferită de cele dedicate extragerii ADN-ului şi areacţiilor de amplificare genetică descrise în ISO 24276.

Se pregătesc două porţiuni de testat de cel puţin 100 mg fiecare.

1.10.4. Extragerea ADN-ului
Extragerea ADN-ului se efectuează pe fiecare porţiune de testat pregătită, utilizînd procedurile PSO stabilite de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia. Se pregătesc două controale de extragere pentru fiecare serie de extrageri descrise în ISO 24276:

1) un control martor de extragere;

2) un control de extragere al ADN-ului pozitiv.

Amplificarea genetică se efectuează utilizînd metodele validate pentru fiecare specie care necesită identificare. Aceste metode sînt prevăzute în procedurile PSO stabilite de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia. Fiecare extract de ADN se analizează în cel puţin două diluţii diferite în scopul de a evalua inhibarea.

Se pregătesc două controale de amplificare pentru fiecare specie ţintă, astfel cum se descrie în ISO 24276:

1) se utilizează un control ţintă al ADN-ului pozitiv pentru fiecare placă sau serie de teste PCR;

2) se utilizează un control al reactivului de amplificare, denumit de asemenea, control fără etalon pentru fiecare placă sau serie de teste PCR.

1.10.5. Interpretarea şi exprimarea rezultatelor
Atunci cînd raportează rezultatele, laboratorul indică cel puţin greutatea porţiunilor de testat utilizate, tehnica de extragere utilizată, numărul de determinări efectuate şi limita de detecţie a metodei.

Rezultatele nu sînt interpretate şi raportate în cazul în care controlul de extragere al ADN-ului pozitiv şi controalele ţintă ale ADN-ului pozitiv nu oferă rezultate pozitive pentru obiectivul care face obiectul testului, în timp ce controlul reactivului de amplificare este negativ.

În cazul în care rezultatele celor două porţiuni de testat nu sînt consecvente, se repetă cel puţin etapa de amplificare genetică. Atunci cînd laboratorul suspectează că extractele de ADN pot fi cauza inconsecvenţei, se efectuează o nouă extracţie de ADN şi o altă amplificare genetică înainte de interpretarea rezultatelor.

Exprimarea finală a rezultatelor se bazează pe integrarea şi interpretarea rezultatelor celor două porţiuni de testat în conformitate cu procedurile PSO stabilite de laboratorul de referinţă al Uniunii Europene pentru detectarea proteinelor animale în hrana pentru animale şi publicate pe pagina web oficială al acestuia.

Un rezultat negativ este raportat în cazul în care niciun ADN de la X nu a fost detectat în eşantionul prezentat, X fiind specia de animale sau grupul de specii de animale care sînt vizate de test.

Un rezultat pozitiv este raportat în cazul în care a fost detectat ADN de la X în eşantionul prezentat, X fiind specia de animale sau grupul de specii de animale care sînt vizate de test.”

