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Wystapienie pokontrolne

po kontroli Wojewddzkiego Inspektoratu Ochrony Roélin i Nasiennictwa w Poznaniu
przeprowadzonej w dniach 13 — 14 maja 2013 r. przez Witolda Karnkowskiego - gtéwnego
specjaliste  w Centralnym Laboratorium Gléwnego Inspektoratu Ochrony Roglin i
Nasiennictwa.

........... Skontrolowano Laboratorium Wojew6dzkie w Poznaniu oraz dwa losowo wybrane

o

Oddziaty w Gnieznie i Wrzes$ni w zakresie:
* pobierania prébek gleby w ramach urzgdowych kontroli wystepowania matwikéw
tworzacych cysty na ziemniaku, wliczajac w to:
— termin probkobrania,
— sposob pobierania probek i ich objetos¢,
— sprzet do pobierania probek,
— spos6b pakowania i etykietowania probek oraz warunki ich przechowywania
przed badaniem,
* wykonywania badan laboratoryjnych prébek gleby na obecno$é matwikéw
tworzacych cysty na ziemniaku, w tym:
— warunki lokalowe i techniczne, organizacja i przebieg badan
w  zakresie ekstrakcji cyst z probek i identyfikacji nicieni metodg
morfologiczno-metryczng oraz z zastosowaniem metod molekularnych,
— kompetencje pracownikéw i ich udokumentowanie,
— terminowo$¢ przeprowadzania badan i wystawiania wynikow,
— zapisy z badan,
— postepowanie z odpadami pozostatymi po badaniach.

Kontrolg objeto okres od dnia 13 maja 2012 r. do dnia kontroli




Ustalenia kontroli i ocena skontrolowanej dzialalnosci.

1) Oddzial w Gniegnie
Ustalenia

° Personel, warunki lokalowe i techniczne

Oddziat miesci si¢ w budynku wolno stojacym przy ul. Kiszkowskiej 7, nalezacym do
Spoétdzielni Koétek Rolniczych (SKR) w Gnieznie, gdzie znajduja si¢ tez inne instytucje
o r6znym profilu dziatalnosci. Oddzial posiada do dyspozycji trzy pomieszczenia o tgcznej
powierzchni 41,75 m% w tym dwa pomieszczenia biurowe i jedno laboratoryjne. Wszystkie
pomieszczenia znajdujg si¢ na jednej kondygnacji (1 pietro).

Pomieszczenia Oddziatu sa zabezpieczone przed dostepem o0séb nieupowaznionych za
pomocg drzwi zewnetrznych antywlamaniowych prowadzacych na klatke schodowa oraz
drzwi prowadzacych do poszczegélnych pomieszczen, ktdre sg zamykane na klucz podczas
nieobecnosci pracownikéw. Po godzinach pracy jest wlaczany alarm, a na terenie posesji
obecna jest osoba strézujaca.

Oddziat zatrudnia 5 pracownikéw, sposrod ktorych uprawnienia pafistwowego
inspektora posiadaja 3 osoby.

Oddzial dysponuje sprzgtem do pobierania probek gleby oraz podstawowymi aktami
prawnymi i dokumentami metodycznymi okreslajacymi sposéb przeprowadzania urzedowych
kontroli matwikéw tworzacych cysty na ziemniaku i pobierania probek materiatu roslinnego,
gleby i podlozy z przeznaczeniem do badan fitosanitarnych oraz literatura fachows, stosownie
do zakresu wykonywanych kontroli.

. Organizacja urz¢dowych kontroli wystepowania Globodera spp.

Oddzial przeprowadza urzgdowe kontrole wystepowania Globodera spp. na terenie
powiatu gnieznieniskiego. Prébki gleby przeznaczone do badan na obecno$é¢ tych nicieni
pobierane sg przy pomocy lasek glebowych o diugosci kanalu wynoszacej ok. 30 cm
i $rednicy ok. 20 mm, ktére stuza jednoczesnie do pobierania probek gleby przeznaczonej do
analiz na obecno$¢ Synchytrium endobioticum oraz nicieni z rodzajow Longidorus
i Xiphinema. Przeprowadzenie prébkobrania we wiasciwy sposéb jest jednak utrudnione,
gdyz na sondzie laski nie jest zaznaczona gleboko$¢ 10 cm, z ktérej nalezy pobieraé glebe do
badan na obecno$¢ cyst matwikéw, ani nie zagwarantowano w inny sposéb pobierania gleby
z tej glebokosci. Gleba pobrana podczas probkobrania jest umieszczana w wiadrze
plastikowym. Nastgpnie pobrany material zostaje doktadnie wymieszany i przywieziony do
Oddziatu. Tutaj w miarg potrzeby gleba jest przesuszana i przesiewana na sicie o $rednicy
oczek 2,5 mm, a wydzielone z niej poszczegdlne prébki o objetosci 200 ml sa pakowane
indywidualnie do woreczkéw foliowych, zszywanych i zaopatrzonych w dwie etykiety —
jedng umieszczona wewnatrz, a drugg na czesci zewnetrznej woreczka.

Probki sg rejestrowane w pomieszcezeniu biurowym, a nastepnie przygotowywane do
badan (przesuszanie, przesiewanie, pakowanie) w pomieszczeniu laboratoryjnym. Wszystkie
probki sg przekazywane do badan w Laboratorium Wojewédzkim w Poznaniu, ktére po
zakonczeniu analiz przesyta do Oddziatu ,,Sprawozdanie z badan”. Podmiot zlecajacy analize
otrzymuje w kazdym przypadku ,Informacj¢ o wyniku badania laboratoryjnego”,
przygotowang zgodnie z wzorem opracowanym przez WIORIN Poznafn. Kopia tego
dokumentu jest przechowywana w Oddziale. Jesli nie jest mozliwe przekazanie probek do
badan w Laboratorium Wojew6dzkim bezposrednio po ich pobraniu, przechowywane sa one



W pomieszezeniu laboratoryjnym, na stole laboratoryjnym. Brak oznakowania miejsca ich
przechowywania.

Sprawdzono dokumentacje dotyczaca pobierania:

— probek gleby z pdl przeznaczonych pod uprawe elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniakow ziemniaka: probki pobrane wg protokotow gnie/65/12 i gnie/9/13;

— probek gleby z pol przeznaczonych pod zatozenie szkotek roslin, dla ktérych
istnieje obowiazek zaopatrzenia w paszport roslin: gnie/28/12 (prébki z pél pod
zalozenie matecznika truskawek) i gnie/5/13 (prébki z pola pod zalozenie
szkoltki drzew owocowych);

— probek gleby z pdl, na ktoérych uprawiane sa ziemniaki inne niz sadzeniaki:
probki pobrane wg protokolow gnie/67/12 i gnie/77/13.

W roku 2012 cala dokumentacje dotyczaca probek gleby pobranych w ramach badan
na obecnos¢ Globodera spp. przechowywano w segregatorze OGN.7124.10 ,, Lustracje ro$lin,
produktéw roslinnych i przedmiotow”.

W 2013 r sposéb gromadzenia dokumentacji ulegt zmianie i dokumenty sa
przechowywane w segregatorach:

— dokumenty dotyczace kontroli pél pod uprawy sadzeniakéw — segregator
OGN.7124.2. ,Lustracje, kontrole roslin, produktéw roslinnych i przedmiotow’;

— kontrole upraw ziemniakéw jadalnych — w biezacym roku nie byto kontroli i nie
podjeto decyzji, w jakim segregatorze nalezy gromadzi¢ dokumentacje;

— kontrole gruntéw pod zalozenie szkoétek roslin ozdobnych i sadowniczych
wymagajacych obowiazkowi paszportowania — segregator OGN.7124.13
,» Wnioski o wydanie paszportéw i dokumentacja towarzyszaca”.

W 2012 roku pracownicy Oddziatu pobrali do badaf, w ramach urzedowych kontroli
wystepowania matwikéw tworzacych cysty na ziemniaku tacznie 934 probki gleby, w tym:

— pola pod uprawe elitarnych i kwalifikowanych sadzeniakéw ziemniaka — 310
prébek;

— uprawy ziemniaka jadalnego — 46 probek;

— pola przeznaczone pod zalozenie szkotek roslin podlegajacych obowigzkowi
paszportowania — 578 probek.

W 2013 r., do dnia kontroli pobrano do badan na obecno$¢ Globodera spp. 29 probek
gleby, z tego z pol przeznaczonych pod uprawe elitarnych i kwalifikowanych sadzeniakéw
ziemniaka 23 prébki, a z pdl przeznaczonych pod zalozenie szkotek roslin podlegajacych
obowigzkowi paszportowania 6 probek.

Wyniki badan wszystkich probek pobranych w latach 2012 — 2013 byty negatywne.

Ocena:

Nie stwierdzono uchybien odnosnie terminu probkobrania i objetosci pobranej gleby
w ramach urzedowych kontroli wystgpowania Globodera spp. oraz sposobu pakowania
pobranych prébek. Na sondzie lasek glebowych uzywanych podczas prébkobrania brak jest
zaznaczenia punktu, oznaczajacego glebokos¢ (10 cm), z jakiej nalezy pobieraé prébke gleby
do badan pod katem obecnosci Globodera spp., a ich kanaty nie posiadaja blokady na tej
wysokosci, co moze skutkowaé¢ pobraniem probki z niewtasciwej glebokosci.




Przed wysytkg do Laboratorium Wojewodzkiego w Poznaniu probki  sa
przechowywane we wlasciwych warunkach, lecz miejsce ich skladowania nie jest
odpowiednio oznakowane. Dokumentacja odnosnie pobierania probek jest prowadzona
1 przechowywana we wiasciwy sposdb.

2) Oddzial we Wrze$ni

Ustalenia

° Personel, warunki lokalowe i techniczne

Oddziat w miesci sie w budynku wolno stojacym przy ul. Gen. Sikorskiego 34, gdzie
znajduje si¢ tez Oddzial Agencji Modernizacji i Restrukturyzacji Rolnictwa (ARMIiR),
a wiascicielem jest Spoldzielnia Kotek Rolniczych (SKR) we Wrzesni. Oddzial posiada do
dyspozycji trzy pomieszczenia o acznej powierzehni 66 m” w tym dwa pomieszczenia
biurowe i jedno laboratoryjne. Wszystkie pomieszczenia znajdujg si¢ na jednej kondygnacji
(pierwsze pietro).

Pomieszczenia Oddziatu sg zabezpieczone przed dostepem 0séb nieupowaznionych za
pomoca drzwi zewnetrznych oraz drzwi prowadzacych do poszczegdlnych pomieszczen,
zaopatrzonych w zamek patentowy, zamykany podczas nieobecnosci pracownikow.

Oddzial we Wrzeéni zatrudnia 4 pracownikéw posiadajacych uprawnienia panstwowego
inspektora.

Oddzial dysponuje sprzetem do pobierania probek gleby oraz podstawowymi aktami
prawnymi i dokumentami metodycznymi okreslajacymi sposob przeprowadzania urzedowych
kontroli matwikéw tworzacych cysty na ziemniaku i pobierania prébek materiatu roslinnego,
gleby i podtozy z przeznaczeniem do badan fitosanitarnych oraz literaturg fachowa, stosownie
do zakresu wykonywanych kontroli.

. Organizacja urzedowych kontroli wystepowania Globodera spp.

Oddzial przeprowadza urzedowe kontrole wystepowania Globodera spp. na terenie
powiatu wrzesnienskiego. Podobnie jak w przypadku Oddzialu w GnieZnie probki gleby
przeznaczone do badan na obecnos¢ tych nicieni pobierane sg przy pomocy lasek glebowych,
ktorych kanatl ma dlugo$é ok. 30 cm i $rednice ok. 20 mm, ktére stuza jednoczesnie do
pobierania probek gleby przeznaczonej do analiz na obecnos$¢ Synchytrium endobioticum oraz
nicieni z rodzajow Longidorus i Xiphinema. Przeprowadzenie prébkobrania we wihasciwy
sposob jest jednak utrudnione, gdyz na sondzie lasek nie jest zaznaczona glebokosé 10 cm,
z ktdrej nalezy pobieraé glebe do badan na obecno$é cyst matwikéw, ani nie zagwarantowano
w inny sposdb pobierania gleby z tej glebokoscei. Gleba pobrana podczas probkobrania jest
umieszczana w wiadrze metalowym. Nastepnie pobrany material zostaje dokladnie
wymieszany, na polu wydzielone sg z niego probki o objetosci 200 ml, ktore sa pakowane do
woreczkOw, zszywane i zaopatrywane w jedng etykiete u posiadacza gruntu. Probki sg
nastepnie przewozone do Oddziatu, rejestrowane w jego pomieszczeniu biurowym
1 przekazywane do badan w Laboratorium Wojewodzkim w Poznaniu, ktére po zakonczeniu
analiz przesyta do Oddziatu ,,Sprawozdanie z badan”. Podmiot zlecajacy analize otrzymuje w
kazdym przypadku ,,Informacje o wyniku badania laboratoryjnego”, lecz w dokumentacji
Oddzialu brak kopii tego dokumentu. Jesli nie jest mozliwe przekazanie prébek do badan
w Laboratorium Wojewddzkim bezposrednio po ich pobraniu, przechowywane sg one
w pomieszczeniu laboratoryjnym w wydzielonej i odpowiednio oznakowanej szafce.



Sprawdzono dokumentacje dotyczaca pobierania:

probek gleby z pdl przeznaczonych pod uprawe elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniakow ziemniaka i zaktadanie kopcow: probki pobrane wg protokotu wrze/7/13;
probek gleby z pol przeznaczonych pod zatozenie szkétek rodlin, dla ktérych istnieje
obowiazek zaopatrzenia w paszport roslin: probki pobrane wg protokotu wrze/44/12;
probek gleby z pol, na ktérych uprawiane sa ziemniaki inne niz sadzeniaki: prébki
pobrane wg protokotéw: wrze/7/12 i wrze/15/12;

probek podlozy torfowych przeznaczonych pod nasadzenia roslin: probki pobrane wg
protokotu wrze/6/12;

prébek podlozy towarzyszacych roélinom przeznaczonym na eksport: probka pobrana
wg protokotu wrze/28/12.

W 2012 roku calo$¢ dokumentacji dotyczaca probek gleby pobranych w ramach badan

na obecnos¢ Globodera spp. przechowywana byta w segregatorach:

OWR.7124.10  ,Lustracje, kontrole podmiotow podlegajacych  rejestracji
i prowadzacych obrét ziemniakiem” (dokumentacja kontroli na polach
przeznaczonych pod upraweg sadzeniakow, szkotek roslin podlegajacych obowigzkowi
paszportowania — [torf pod nowe nasadzenia roSlin, gleba pod szkotke lesna] oraz
kontroli upraw ziemniakdéw innych niz sadzeniaki);

OWR.7121.2 ,Lustracje ro$lin, produktéw roslinnych i przedmiotéw” (probki torfu od
dystrybutora podtoza);

dokumentacja prob torfu przeznaczonego na eksport (probki torfu od dystrybutora
podloza) — segregator OWR.7124.3 “Obstuga fitosanitarna eksportu/reeksportu
i dokumentacja towarzyszaca $wiadectwom fitosanitarnym”,

W 2013 1. sposéb gromadzenia dokumentacji nie ulegt zmianie i dokumenty dotyczace

kontroli wystepowania Globodera spp. sg przechowywane w segregatorach zgodnie
z numerami przewodnimi spraw, ktérych dotycza:

dokumentacja kontroli na polach przeznaczonych pod uprawe sadzeniakOw oraz
zatozenie szkotek roslin podlegajacych obowigzkowi paszportowania — segregator
OWR.7124.10. ,,Lustracje, kontrole podmiotéw podlegajacych rejestracji.”;
dokumentacja kontroli upraw ziemniakéw jadalnych — w biezacym roku nie bylo
kontroli; dokumentacja bedzie przechowywana w segregatorze OWR.7124.10.
., Lustracje, kontrole podmiotéw podlegajacych rejestracji”;

dokumentacja odnoszaca si¢ do prob torfu przeznaczonego na eksport (prébki torfu od
dystrybutora podloza) - segregator OWR.7124.3 ~Obstuga fitosanitarna
eksportu/reeksportu i dokumentacja towarzyszaca $wiadectwom fitosanitarnym” .

W 2012 roku pracownicy Oddziatu pobrali do badan, w ramach urzedowych kontroli

wystepowania matwikow tworzacych cysty na ziemniaku, pobrali facznie 63 probki gleby,

w tym:

uprawy ziemniaka jadalnego i przemystowego — 51 probek;

pola przeznaczone pod zatozenie szkdtek roélin podlegajacych obowigzkowi
paszportowania 4 probki;

torf przeznaczony do nasadzen szkotkarskich — 1 probka;

torf przeznaczony na eksport — 1 probka;

torf towarzyszacy roslinom przeznaczonym na eksport — 6 prébek.



W 2013 roku, do dnia kontroli, pobrano 34 probki gleby do badan na obecnosé
Globodera spp., z tego z pol przeznaczonych pod uprawe elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniakow ziemniaka — 30 probek, 2 probki z gruntéw przeznaczonych pod zatozenie
kopcow i 2 probki torfu (jedna pobrana z partii przeznaczonej na eksport, a druga z partii do
obrotu krajowego).

Wyniki badan wszystkich probek pobranych w latach 2012-2013 byty negatywne.

Ocena

Nie stwierdzono uchybien odno$nie terminu probkobrania i objetosci pobranej gleby w
ramach urzedowych kontroli wystgpowania Globodera spp. oraz sposobu pakowania
pobranych prébek. Na sondzie lasek glebowych uzywanych podczas prébkobrania brak jest
zaznaczenia punktu, oznaczajacego glebokosé (10 cm), z jakiej nalezy pobieraé probke gleby
do badan pod katem obecnosci Globodera spp., a ich kanaly nie posiadaja blokady na tej
wysokosci, co moze skutkowa¢ pobraniem probki z niewlasciwe]j glebokosdci. Przed wysytka
do laboratorium Wojewoddzkiego w Poznaniu probki sg przechowywane we wlasciwych
warunkach. Dokumentacja odnosnie pobierania probek jest prowadzona i przechowywana
w sposob wlasciwy, za wyjatkiem braku na Protokotach Pobrania Préb nr wrze/7/12
i wrze/15/12 jednoznacznej informacji, ze dotycza one pobierania probek gleby pol, na
ktérych uprawiane sa ziemniaki inne niz sadzeniaki (podano tylko ,gleba — uprawa
ziemniakow”; Zalacznik 1) oraz nieumieszczania w dokumentacji Oddziatu kopii
dokumentéw , Informacja o wyniku badania laboratoryjnego” przestanego do podmiotu
zglaszajacego koniecznos$¢ przeprowadzenia urzedowej kontroli.

3) Laberatorium Wojewdédzkie w Poznaniu

Ustalenia
e  Organizacja laboratorium

Laboratorium miesci si¢ w budynku wolno stojgcym przy ulicy Grunwaldzkiej 250 B,
gdzie znajduje si¢ siedziba Wojewddzkiego Inspektoratu Ochrony Roélin i Nasiennictwa
w Poznanlu oraz Oddzialu WIORIN w Poznaniu. Ogélna powierzchnia Laboratorium wynosi
1209,4 m®, w tym dziatalnogé laboratoryjna prowadzona jest w 24 pomieszczeniach. Ponadto,
laboratorlum dysponuje 5 pomieszczeniami biurowymi i 3 pomieszczeniami szklarniowymi.
Pomieszczenia laboratorium sg zabezpieczone przed dostepem 0s6b nieupowaznionych za
pomocg drzwi z zamkiem szyfrowym, a ponadto po godzinach pracy na terenie obiektu
obecny jest portier oraz prowadzony jest monitoring otoczenia obiektu z uzyciem kamer.

Pracownie diagnostyczne zlokalizowane sa na trzech kondygnacjach. Na parterze
miesci si¢ pomieszczenie rejestracji i przyjmowania préb, pracownia nematologii
1 entomologii, pomieszczenia przygotowania probek pracowni mikologii, magazyn
odczynnikéw i materialow laboratoryjnych oraz magazyn przechowywania probek po
badaniu. Na pierwszym pietrze mieszcza sie pracownie: pracownia ogdlna, pracownie
wirusologii, bakteriologii, mikologii i pracownia PCR. W piwnicy znajduja sie dwa
magazyny ziemniakéw i dwa pomieszczenia do przygotowania probek ziemniaka do badan
bakteriologicznych i wirusologicznych.

Laboratorium posiada sprzet niezbedny do ekstrakcji cyst matwikéw (2 automatyczne
ekstraktory cyst) oraz identyfikacji cyst Globodera spp. metodg mikroskopowa
(morfologiczno-metryczng) i z zastosowaniem testéw molekularnych.



Konserwacja mikroskopu w pracowni nematologii i entomologii jest prowadzona na
biezaco (ostatnia miata miejsce 07.11.2012 1) przez pracownika firmy Zeiss
i udokumentowana stosownym certyfikatem. Wlasciwosci pomiarowe powyzszego
mikroskopu byly po raz ostatni sprawdzane dnia 09.11.2012 r., a wynik sprawdzania zostal
udokumentowany w formularzu ,,Oznaczanie warto$ci dziatki mikrometru okularowego w
mikroskopie biologicznym ,,Axiolab re” o numerze laboratoryjnym POM/06/17/8 za pomoca
wzorca kreskowego o numerze laboratoryjnym POM/W/116/22.

Automatyczny ekstraktor cyst jest raz na rok poddawany konserwacji potaczonej
z wymiang oleju w pompie przemywajacej, a po konserwacji wydawane jest stosowne
swiadectwo. Ostatnia konserwacja obu aparatéw miata miejsce dnia 21.09.2012.

Sita zbiorcze automatycznego ekstraktora cyst (laboratorium dysponuje 3 sitami) sa
poddawane sprawdzaniu zewnetrznemu potwierdzonemu certyfikatem, a nastepnie
sprawdzaniu wewnetrznemu (wizualny przeglad siatki sita), co jest udokumentowane w
»Karcie przegladu siatki sita”.

Kluczowy sprzet do identyfikacji nicieni z zastosowaniem testow molekularnych
(waga, pipety, chlodziarko-zamrazarka, wir6wki, amplifikator, termoblok, itp.) jest
poddawany regularnemu sprawdzaniu przez specjalistyczne firmy, udokumentowanemu
certyfikatem.

Laboratorium posiada odczynniki chemiczne stosownie do zakresu analiz. Sg one
skatalogowane, a ewidencja ich uzycia prowadzona jest na ,Karcie zuzycia odczynnikéw
chemicznych”. Laboratorium posiada odpowiednie materialy odniesienia stosowane w
identyfikacji cyst matwikow z rodzaju Globodera do gatunku metodg morfologiczno-
metryczng (preparaty mikroskopowe stozkéw wulwalnych cyst i osobnikéw mlodocianych
potwierdzone przez GIORIN CL) i z zastosowaniem metody multiplex-PCR (DNA nicieni).
Oba rodzaje materiatéw odniesienia sg odpowiednio oznakowane i skatalogowane.

Laboratorium dysponuje podstawowymi aktami prawnymi i dokumentami
metodycznymi oraz literaturg fachowa na temat postgpowania podczas badania prébek gleby
na obecno$¢ matwikow tworzacych cysty na ziemniaku i identyfikacji nicieni do gatunku
metoda morfologiczno-metryczng oraz z zastosowaniem testow molekularnych.

W laboratorium zatrudnionych jest 17 0s6b, w tym 13 pracownikoéw merytorycznych
i 4 pracownikéw obstugi technicznej. W przypadku pracownikéw na stanowiskach
merytorycznych okre§lono specjalizacje w zakresie diagnostyki poszczegélnych grup
organizméw szkodliwych, z uwzglednieniem zastepstwa. Pracownicy merytoryczni zostali
przeszkoleni w na temat identyfikacji cyst matwikow z rodzaju Globodera do gatunku metoda
morfologiczno-metryczng oraz z zastosowaniem metod molekularnych, a pracownicy obstugi
technicznej przeszli szkolenia wewnetrzne z zakresu przygotowania probek gleby do badan
nematologicznych oraz ekstrakcji z nich cyst matwikéw. Kompetencje pracownikow sg
udokumentowane w karcie Z1.-02.00/3 ,,Weryfikacja umiejetnosci pracownika”.

e  Realizacja badan prébek gleby na obecnos$¢ Globodera spp.

Laboratorium Wojewodzkie przeprowadza badania, na obecno$¢ matwikow
tworzacych cysty na ziemniaku, probek gleby pochodzacych z terenu 21 powiatéw
wojewddztwa wielkopolskiego. Ponadto Delegatura w Kaliszu prowadzi we wilasnym
zakresie analize probek gleby pochodzacych z powiatéw: kaliskiego, ostrzeszowskiego,
ostrowskiego, kepickiego, krotoszynskiego i pleszewskiego, a Delegatura w Koninie z terenu
powiatéw: koninskiego, stupeckiego, kolskiego i tureckiego. Analizy prowadzone przez te
Delegatury obejmujg ekstrakcje cyst i ich identyfikacje do gatunku metoda morfologiczno-
metryczng. W przypadku watpliwosci w zakresie identyfikacji nicieni, cysty kierowane sg do
Laboratorium Wojewddzkiego celem dalszych analiz.



W okresie objetym kontrolg ekstrakcje i identyfikacje matwikéw tworzacych cysty na
ziemniaku prowadzono zgodnie z procedurg ,, Wykrywanie cyst Globodera spp. w podtozu z
wykorzystaniem automatycznego ekstraktora cyst oraz ich oznaczanie do gatunku”, wydanie
5 z dnia 06.06.2011 r.

Probki gleby przekazywane do badan sg rejestrowane w pomieszczeniu rejestracji
probek. Numery nadane poszczegdlnym probkom sg zapisywane wodoodpornym pisakiem na
woreczku (opakowanie probki) i etykietach.

Probki przygotowane do badania sg umieszczane w zamknietym pojemniku
i przenoszone do pracowni nematologii i entomologii, gdzie sg poddawane analizie
z zastosowaniem automatycznego ekstraktora cyst przez pracownika technicznego Iub
merytorycznego. Material wyekstrahowany z probki zbierany jest na okraglym sicie o
srednicy oczek 0,2 mm. Nastepnie zawarto$¢ tego sita analizowana jest na saczku z bibuty
pod katem obecnosci cyst matwikow przez pracownika merytorycznego (uprawnienia do
badan posiadaja 3 osoby).

Identyfikacj¢ c¢yst metoda morfologiczno-metryczng przeprowadza dwoje
pracownikéw merytorycznych. Cysty matwikow stwierdzone podczas badan sa wylawiane
przy pomocy pesety i przenoszone do kropli wody umieszczonej na szkietku zegarkowym,
gdzie sa one przecinane w celu okredlenia, czy zawieraja zywe jaja i osobniki mlodociane.
Nastepnie przygotowuje si¢ preparaty mikroskopowe stozkow wulwalnych cyst
1 znajdujacych si¢ w cystach osobnikéw miodocianych. Ekstrakcja cyst i przegladanie
saczkow jest dokumentowane w ,.Karcie ekstrakcji cyst z probek gleby”, PB/N-01.00/1,
a identyfikacja cyst w ,Karcie oznaczania cyst matwikéw z rodzaju Globodera”,
PB/N-01.00/2. Wypelnione karty przechowywane sa w pracowni nematologii i entomologii.
Aparatura uzywana podczas badania probek i data jej wykorzystania jest odnotowana w
»Karcie badan dla metody badawczej”, RB-06.00/2. Dokumentacje wyniku stanowig tez
preparaty mikroskopowe, ktére sg zaopatrzone w etykiety i przechowywane w pracowni
nematologii i entomologii.

Identyfikacja cyst z =zastosowaniem testu multiplex-PCR prowadzona jest
w przypadku cyst wyizolowanych z 20% probek pozytywnych oraz wtedy, gdy wynik
identyfikacji metodg morfologiczno-metryczng nie jest jednoznaczny.

Material przeznaczony do testow molekularnych (osobniki mtodociane wyizolowane
z cyst umieszczone w probowce Eppendorfa z woda ultraczysta do testow molekularnych)
przygotowywany jest przez osob¢ wykonujaca identyfikacje¢ nicieni metodg morfologiczno-
metryczna.

Identyfikacja nicieni z zastosowaniem testow molekularnych przeprowadzana jest w
pracowni PCR (uprawnienia posiada 2 pracownikow), zgodnie z procedurg PB/P-01.00
"Identyfikacja nicieni Globodera rostochiensis i Globodera pallida metoda testu multiplex-
PCR" (obecnie obowigzuje wydanie 2 z dnia 17.09.2012 r.).

Zawazywszy na ograniczone warunki lokalowe, pracownia analiz PCR obejmuje tylko
dwa pomieszczenia. W pierwszym odbywa sie ekstrakcja DNA, przygotowanie mixu,
nakladanie matryc i amplifikacja DNA, natomiast w drugim elektroforeza i wizualizacja
produktow reakcji PCR. Przygotowywanie zelu do elektroforezy (odwazenie agarozy
i podgrzanie zelu w kuchence mikrofalowej) odbywa si¢ w oddzielnym pomieszczeniu
wagowym. Aby zapobiec kontaminacji probek, podczas badania stosowana jest izolacja
czasowa (izolacja DNA pierwszego dnia, przygotowanie mixu i PCR nastepnego dnia).
Sterylizacja pomieszczen odbywa sie za pomocg lamp UV, ktére sg wiaczane przed
rozpoczeciem pracy i po kazdym etapie badania. Zgodnie z informacjg przekazang przez
pracownikéw laboratorium, czas pracy lamp jednorazowo wynosi ok. 15 minut, jednak nie
jest on nigdzie odnotowany. W trakcie analiz stosowane sg kontrole pozytywne i negatywne
PCR oraz kontrola negatywna elektroforezy.




Aparatura uzywana podczas badania probek jest odnotowana w ,Karcie badan dla
metody badawczej”, R13-06.00/2. Wyniki testéw sg dokumentowane w ,,Karcie oznaczania
nicieni Globodera rostochiensis i Globodera pallida dla testu metoda multiplex-PCR”,
PB/P-01.00/1 i kolorows fotografia uktadu prazkéw na zelu. Ponadto zachowywane jest DNA
wyizolowane z nicieni.

Odpady pozostate po przygotowaniu probek gleby i ich ekstrakeji oraz identyfikacji
metodg morfologiczno-metryczna, wliczajac w to opakowania prébek i pozostatosci po
prébee, s3 gromadzone w worku umieszczonym w pojemniku i nastepnie zostaja poddane
sterylizacji w autoklawie, a nastgpnie traktowane jako odpady komunalne. Odpady po
analizach molekularnych sa gromadzone w odpowiednich pojemnikach przeznaczonych do
spalenia.

Dokonano sprawdzenia terminowo$ci przeprowadzenia analiz oraz dokumentacji
towarzyszacej probkom pobranym przez Oddzialy w Gnieznie i Wrzesni, ktérych
dokumentacja odnosnie probkobrania zostala sprawdzona podczas kontroli w tych
Oddzialach. Byly to probki pobrane wg protokoléw: gnie/28/12 (prébki 2837-3036/12),
gnie/65/12 (prébki 7109-7185/12), gnie/76/12 (probki 9110-9114/12), gnie77/13 (prébki
9115-9127/12), gnie/5/13 (prébki 396-397/13), gnie/9/13 (probki 906-918/13), wrze/6/12
(probka 1479/12), wrze/7/12 (probki 1481-1482/12), wrze/15/12 (prébki 2603-2604/12),
wrze 28/12 (probki 5407-5411/12), wrze/44/12 (probki 7857-7858/12) i wrze/7/13 (prébki
1718-1761/13).

Zwazywszy na fakt, ze wyniki analiz prébek pobranych wg wszystkich ww.
protokotow byly negatywne, dodatkowo poddano analizie dokumentacje towarzyszaca
probkom pobranym przez inne Oddzialy, w ktérych stwierdzono obecno$é matwika
ziemniaczanego (Globodera rostochiensis). Byly to probki pobrane wg protokoléw:

— ostrd/10/13 (prébki 1971-1972/12 oraz 1976/12) - identyfikacja cyst prowadzono
tylko metodg morfologiczno-metryczng;

— kepn/87/12 (prébki 8758-61/12) - identyfikacja metodg morfologiczno-metryczng
1z zastosowaniem testow molekularnych.

Po zakonczeniu badania Oddziat zlecajacy badania otrzymuje ,,Sprawozdanie
z badan”.

Protokoly pobrania prob i sprawozdania z badan przechowywane sg w segregatorach
,»Sprawozdania z badan i protokoty pobrania proéb” gromadzonych w jednym z pomieszczen
biurowych laboratorium. Pelna dokumentacja badain prowadzona jest w Zintegrowanym
Systemie Informatycznym w Ochronie Roslin i Nasiennictwie (ZSI).

W 2012 r. Laberatorium Wojewddzkie w Poznaniu poddato analizom na obecno$é
matwikoéw tworzacych cysty na ziemniaku 3180 prébek gleby. Identyfikacje cyst metoda
morfologiczno-metryczna przeprowadzono w przypadku 25 probek, a analizy
z zastosowaniem testu multiplex-PCR w przypadku 9 probek, stwierdzajgc we wszystkich
przypadkach obecno$¢ matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis). W 2013 r., do
dnia kontroli, analizie na obecno$¢ cyst matwikéw poddano 1192 prébki gleby,
przeprowadzajac identyfikacj¢ metoda morfologiczno-metryczng cyst stwierdzonych
w 3 prébkach (stwierdzono G. rostochiensis), lecz nie prowadzono identyfikacji nicieni
z zastosowaniem testow molekularnych.



Realizacja zalecen pokontrolnych odnoszacych sie poprzedniej kontroli problemowej

Sprawdzono r6éwniez realizacje zalecen pokontrolnych z Kkontroli problemowej
przeprowadzonej w dniu 29 pazdziernika 2008 r., (dotyczacej oceny poprawnosci wdrozenia
metody FISH, Fluorescent In Situ Hybridization, do badan bulw ziemniaka na obecno$é
bakteriozy pier$cieniowej ziemniaka). Zalecenia odnosity si¢ do metody immunofluorescencji
(IF), ktéra stanowi integralng czes$¢ procedury wykrywania i identyfikacji Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus (Cms). Dziatania podjete w ramach realizacji zalecen:

- Wykonywanie preparatdéw kontroli pozytywnej z uzyciem zawiesiny bakterii
o wlasciwej koncentracji komoérek, tak by mozliwe byto ustalanie wartosci miana
zastosowanych przeciwciatl.

Podjeto nastepujace dziatania w celu ustosunkowania sie do zalecenia:

Przygotowywane sa preparaty kontroli pozytywnej z uzyciem zawiesiny bakterii 106
komérek/ml z 48-godzinnej kultury roboczej Cms oraz jej rozcieficzenia w stosunku
1]:100. Takie rozcienczenie zawiesiny pozwala na precyzyjne ustalenie i sprawdzenie
wartos$ci miana zastosowanych przeciwciat.

- Kazdorazowe okre$lanie i zaznaczanie w karcie testu IF miana zastosowanych
przeciwcial, co jest niezbedne do prawidlowej interpretacji wynikow oceny
mikroskopowej preparatéw z badanych probek,

Podj¢to nastepujgce dziatania w celu ustosunkowania sie do zalecenia:

Miano jest ustalane po otwarciu nowej partii surowicy oraz kazdorazowo dla danej
partii preparatéw, co jest zaznaczanie w kartach testu IF.

- Umieszczanie w kartach testu IF informacji o numerze kontroli pozytywne;j.
Podjeto nastepujace dziatania w celu ustosunkowania si¢ do zalecenia:
Umieszczanie na kartach testu IF numeru kontroli pozytywnej:
- dla Cms jest to numer kultury roboczej pochodzacej ze szczepu referencyjnego;

- dla Ralstonia solanacearum jest to nadany w laboratorium numer zawiesiny
liofilizatu bakterii.

Ocena

Warunki lokalowe w pomieszczeniach, gdzie dokonuje si¢ rejestracji probek gleby,
przeprowadza ekstrakcje cyst oraz ich identyfikacje metodg morfologiczno-metryczna sg
wlasciwe.

Zwazywszy, ze do identyfikacji cyst z zastosowaniem testu multiplex-PCR sg
wykorzystywane dwa pomieszczenia, stosowana jest izolacja czasowa. Postepowanie to
sprawdza si¢ w przypadku badania malej liczby probek (zgodnie z informacja przekazang
przez personel Laboratorium dotychczas nie odnotowano przypadkéw kontaminacji probek),
jednak ze wzgledu na ryzyko kontaminacji obecny system bylby niemozliwy do stosowania w
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przypadku zwigkszenia liczby probek. Punkt krytyczny stanowi stanowisko przygotowania
mixu do PCR sasiadujace ze stanowiskiem do izolacji DNA (Zalgcznik 2), gdzie jest mozliwa
kontaminacja DNA, ktéry moze wystepowaé w powietrzu w formie aerozolu. W przysziosci,
w przypadku znaczacego wzrostu liczby probek poddawanych badaniom, przy braku
mozliwosci zapewnienia izolacji czasowej, wskazane byloby wyposazenie pracowni w
komor¢ z laminarnym przeptywem powietrza lub wydzielenie osobnego pomieszczenia do
przygotowywania mixu do PCR.

Lampy przeznaczone do sterylizacji powyzszego pomieszczenia $wiattem UV sg
odpowiednie w odniesieniu do jego powierzchni, lecz czas sterylizacji wynoszacy 15 minut
moze nie by¢ wystarczajacy do zapewnienia odpowiedniej sterylnosci powietrza podczas
badan. Jakkolwiek, jak juz wczesniej wspomniano, dotychczas nie odnotowano przypadkéw
kontaminacji probek. Wyposazenie Laboratorium w sprzet niezbedny do ekstrakcji cyst
matwikéw oraz ich identyfikacji metoda mikroskopowg (morfologiczno-metryczna)
i z zastosowaniem testow molekularnych jest wlasciwe, a stan techniczny urzadzen nie budzi
zastrzezen.

Odczynniki chemiczne sg zakodowane i skatalogowane oraz przechowywane we
wiasciwych warunkach, a na biezgco prowadzona jest ewidencja ich zuzycia. Materiaty
odniesienia stosowane podczas identyfikacji nicieni metodg morfologiczno-metryczng
i zastosowaniem testéw molekularnych posiadaja wlasciwe oznakowanie kodowe oraz
sporzadzono ich wykaz.

Utylizacja odpadéw powstalych w wyniku przygotowania prébek do badan oraz
ekstrakcji i identyfikacji cyst prowadzone sg w sposob prawidlowy.

Personel wykonujacy poszczegdlne etapy badania posiada kompetencje wiasciwe do
zakresu powierzonych zadan.

Nie stwierdzono uchybien w zakresie terminowosci wykonywania analiz oraz
udokumentowania ekstrakcji cyst i ich identyfikacji metoda morfologiczno-metryczng i z
zastosowaniem testow molekularnych oraz wystawiania ,,Sprawozdan z badan”.

Dzialania podjete w ramach realizacji do =zalecen sformulowanych po Kkontroli
problemowej przeprowadzonej w dniu 29 pazdziernika 2008 r. , dotyczacej oceny dziatalnosci
diagnostycznej w zakresie poprawnosci wdrozenia metody FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) do badan bulw ziemniaka na obecno$¢ bakteriozy pierscieniowej ziemniaka,
nalezy uzna¢ za whasciwe.

W zwiagzku z powyzszym zobowiazuje do:

e zapewnienia, by probki gleby do badan w kierunku obecnosci matwikéw tworzgcych
cysty na ziemniaku pobierane byly z wlasciwej glebokosei (do 10 cm);

e wlasciwego oznakowania miejsc magazynowania probek gleby w komorkach
organizacyjnych WIORIN w Poznaniu przed ich wysytkg do laboratorium;

e umieszczania na protokotach pobierania prob dotyczacych probek gleby pobieranych
zpdl, na ktérych uprawiane sg ziemniaki inne niz sadzeniaki, informacji
pozwalajacych na jednoznaczna identyfikacje celu przeprowadzenia urzedowej
kontroli, w tym przypadku badan o charakterze monitoringowym,;

e umieszczania w dokumentacji komorek organizacyjnych WIORIN w Poznaniu kopii
dokumentu ,,Informacja o wyniku badania laboratoryjnego”, ktérego oryginal jest
przesylany do Zleceniodawcy;
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e w przypadku znaczacego wzrostu liczby probek cyst matwikéw poddawanych
analizom z zastosowaniem testow molekularnych, zaopatrzenia pracowni PCR
Laboratorium Wojewédzkiego w Poznaniu w komore z laminarnym przeplywem

powietrza lub wydzielenia osobnego pomieszczenia do przygotowywania mixu do
PCR;

® prowadzenia zapiséw dotyczacych czasu pracy lamp UV stosowanych podczas
sterylizacji pomieszczen pracowni PCR;

& sprawdzania skutecznosci sterylizacji pomieszezen pracowni PCR przez zastosowanie

kontroli srodowiskowej w tygodniu, w ktérym wykonywano badania.

Informacje o sposobie realizacji zaleceni prosze przedlozy¢ do dnia 10 sierpnia 2013 r.

Tadeusz Klo$
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Zalacznik 2

Pomieszczenie pracowni PCR Laboratorium Wojewo6dzkiego w Poznaniu; od lewej:
stanowiska do izolacji DNA, naktadania matryc i amplifikacji.

Pomieszczenie pracowni PCR Laboratorium Wojewddzkiego w Poznaniu: stanowisko do
przygotowania mixu PCR.
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