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Wyst4pienie pokontrolne

po kontroli Wojew6dz;kiego Inspektoratu Ochrony RoSlin i Nasiennictwa w Poznaniu
przeprowadzonej w dniach 13 - 14 maja 2013 r. przez Witolda Kamkowskiego - gl6wnego
specjalistg w Centraln'ym Laboratorium Gl6wnego Inspekloratu Ochrony Ro$lin i
Nasiennictwa.

Skontrolowano llaboratorium Wojew6dzkie w Poznaniu oruz dwa losowo wybrane
Oddzialy w GnieZnie i \VrzeSni w zakresie:

o pobierania pl'6bek gleby w ramach urzgdowych kontroli wystgpowania m4twik6w
tworzqcych cysty na ziemniaku, wliczaj4c w to:
- terminprr5bkobrania,

- spos6b pobierania pr6bek i ich objgtoS6,

- sprzgt do pobieraniapr6bek,
- spos6b pilkowania i etykietowania pr6bek oraz warunki ich przechowywania

przed balaniem,
o wykonywania, badan laboratoryjnych pr6bek gleby na obecnoSd mqtwik6w

tworz4cych cysty na ziemniaku, w tym:
- warunki lokalowe i techniczne, organizacja i przebieg badari

w zakresie ekstrakcji cyst z pr6bek i identyfikacji nicieni metod4
morfologiczno-metryc znq oraz z zastosowaniem metod molekularnych,

- kompetencje pracownik6w i ich udokumentowanie,
- terminowoSd przep row adzania badaf i wystawiania wynik6w,
- zapisy z badan,
- postgpowanie z odpadami pozostalyrni po badaniach.

Kontrol4 objgto okres od dnia 13 maja20l2 r. do dnia kontroli



Ustalenia kontroli i ocerna skontrolowanej dzialalno5ci.

1) Oddzial w Gnie:Znie

Ustalenia

o Personel, warunki lokalowe i techniczne

Oddzial mieSci sig w budynku wolno stoj4cym przy ul. Kiszkowskiej 7, nale24cym do
Sp6ldzielni K61ek RolrLiczych (SKR) w GnieZnie, gdzie znajdujq sig tez inne insty'tucje
o r62nym profilu dzialalnoSci. OddziaN. posiada do dyspozycjr trzy pomieszczenia o tqcznej
powierzchni 4I,75 m2,,s,7 tym dwa pomieszczenia biurowe i jedno laboratoryjne. Wszystkie
pomieszczenia znajduj4 sig na jednej kondygnacji (1 pigtro).

Pomieszczenia Orddzialu s4 zabezpieczone przed dostgpem os6b nieupowaznionychza
pomoc4 drzwi zewngtr:znych antywlamaniowych prowadzqcych na klatkg schodow4 oraz
drzwi prowadzqcych do poszczegSlnych pomieszczen, kt6re s4 zamykane nakltcz podczas
nieobecnoSci pracownik.6w. Po godzinach pracy jest wNqczany alarm, a na terenie posesji
obecna jest osoba str6Zqi4ca.

OddziaL zatrudnia 5 pracownik6w, spoSr6d kt6rych uprawnienia paristwowego
inspektora posiadaj4 3 osoby.

Oddzial dysponuje sprzgtem do pobierania pr6bek gleby oraz podstawowymi aktami
prawnymi i dokumentanri metodycznymi okreslaj4cymi spos6b przeprowadzaniaurzgdowych
kontroli m4twik6w twotzqcych cysty na ziemniaku i pobierania pr6bek malerialu roSlinnego,
gleby i podlo?y z przeznaczeniem do badafr fitosanitarny ch oraz literatur4 fachow4, stosownie
do zakresu wykonywanl'ch kontroli.

o Organtzacja urzgdowych kontroli wystgpowania Globodeld spp.

OddziaN przepro\Nadza urzgdowe kontrole wystgpowania Globodera spp. na terenie
powiatu gnieZniefrskieg,o. p166ki gleby przeznaczone do badah na obecno6i tych nicieni
pobierane s4 przy ponrocy lasek glebowych o dlugoSci kanalu wynosz4cej ok. 30 cm
i Srednicy ok. 20 mm, kt6re sluz4 jednoczesnie do pobierania pr6bek gleby przeznaczonej do
analiz na obecnoSd Siynchytrium endobioticum oraz nicieni z rodzaj6w Longidorus
i Xiphinema. Przeprowadzenie pr6bkobrania we wta6ciwy spos6b jest jednak utrudnione,
gdy? na sondzie laski nie jest zaznaczona glgbokoSd 10 cm, z kt6rej nale?y pobierad glebg do
badari na obecnoS6 cyst m4twik6w, ani nie zagwararfiowano w inny spos6b pobierania gleby
z tei glgbokoSci. Gleba pobrana podczas pr6bkobrania jest umieszczana w wiadrze
plastikowym. Nastgpnie pobrany materrat zostaje dokladnie wymieszany i przywieziony do
Oddzialu. Tutaj w miar,? potrzeby gleba jest przesuszana i przesiewana na sicie o Srednicy
oczek 2,5 mm, a wydziLelone z niej poszczeg6lne pr6bki o objgtoSci 200 ml s4 pakowane
indywidualnie do worer:zk6w foliowych, zszywanych i zaopatrzonych w dwie etykiety -
jedn4 umieszczon4 wewn4trz, a drugq na czgsci zev,ngtrznej woreczka.

Pr6bki s4 rejestrowane w pomieszczeniu biurowym, a nastgpnie przygotowywane do
badan (przesuszanie, przresiewanie, pakowanie) w pomieszczeniu laboratoryjnym. Wszystkie
pr6bki sq przekazywano do badan w Laboratorium Wojew6dzkim w Poznaniu, kt6re po
zakonczentu analiz przesyNa do Oddzialu ,,sprawozdanie zbadan", Podmiot zlecajqcy analizg
otrzymuje w kuzdym przypadku ,,Informacjg o wyniku badania laboratoryjnego",
przygotowan4 zgodnie z wzorem opracowanym przez WIORiN Poznan. Kopia tego
dokumentu jest przechowyvvana w Oddziale. JeSli nie jest mozliwe przekazanie pr6bek do
badafr w Laboratorium \Mojew6dzkim bezpo6rednio po ich pobraniu, przechowywane sQ one



w pomieszczeniu laborltoryjnym, na stole laboratoryjnym. Brak oznakowania miejsca ich
przechowywania.

Sprawdzono dokument acjE dotycz4cq pobierania:

- pr6bek gleby z p6l przeznaczonych pod uprawg elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniak6w ziemniaka: pr6bki pobrane wg protokol6w gnie/65 lI2 i gnielgll3;

- pr6bek gleby z poI przeznaczonych pod zaLohenie szk6lek roSlin, dla kt6rych
istnieje obowi4zek zaopatrzenia w paszport roSlin: gniel2Sll2 (pr6bki z p6l pod
zalohenie matecznika truskawek) i gniel5ll3 (pr6bki z pola pod zaloaenie
szk6lki drzew owocowych);

- pr6bek gleby z poI, na kt6rych uprawiane s4 ziemniaki inne niz sadzeniaki:
pr6bki pobrane wg protokoNow gniel6T ll2 i gnielTT ll3.

W roku 2012 cd'.q dokumentacjg dotyczqc4 pr6bek gleby pobranych w ramach badari
na obecno6l Globodera spp. przechowywano w segregatorze OGN.7124.10 ,,Lustracje ro6lin,
produkt6w roSlinnych i ltrzedmiot6w".

W 2013 r spos6b gromadzenia dokumentacji ulegl zmianie i dokumenty sQ

przechowywane w segre gatorach:

- dokumenty dotycz4ce kontroli p6l pod uprawy sadzeniak6w - segregator
OGN.7124.2. ,,Lustracje, kontrole roSlin, produkt6w roSlinnych i przedmiot6w";

- kontrole upraw ziemniak6w jadalnych - w bieh4cym roku nie bylo kontroli i nie
p o dj gto dec>y zji, w j akim s e gre gatorz e nalezy gr omadzil dokumentacj g ;

- kontrole grunt6w pod zalohenie szk6lek roSlin ozdobnych i sadowniczych
wymagaj4cych obowi4zkowi paszportowania segregator OGN.7124.13
,,Wnioski c' wydanie paszport6w i dokument acja tow arzy sz4ca" .

W 2012 roku przLcownicy OddziaNu pobrali do badari, w ramach urzgdowych kontroli
wystgpowania mqtwik6rv tworz4cych cysty na ziemniakuNqcznie 934 pr6bki gleby, w tym:

pola pod uprawg elitamych i kwalifikowanych sadzeniak6w ziemniaka - 310
pr6bek;
uprawy ziemniaka jadalnego - 46 pr6bek;
pola przeznaczone pod zaNohenie szk6lek roSlin podlegaj4cych obowiqzkowi
paszportow ania - 5 7 8 pr6bek.

W 2013 r., do dnia kontroli pobrano do badari na obecnoSC Globoderd spp. 29 pr6bek
gleby, z tego z p6l prze:znaczonych pod uprawg elitarnych i kwalifrkowanych sadzeniak6w
ziemniaka 23 prSbki, a z pol przeznaczonych pod zalo?enie szk6lek roSlin podlegaj4cych
obowi4zkowi paszportorvania 6 pr6bek.

Wyniki badari wsrzystkich pr6bek pobranych w latach 2012 -2013 byNy negatl wne.

Ocena:

Nie stwierdzono uchybieri odnoSnie terminu pr6bkobrania i objgtoSci pobranej gleby
w ramach urzgdowych kontroli wystgpowania Globodera spp. oraz sposobu pakowania
pobranych pr6bek. Na sondzie lasek gleborvych uzywanych podczas pr6bkobrania brak jest
zaznaczenia punktu, oznaczajqcego glgbokoS6 (10 cm), zjakiej naleay pobierad pr6bkg gleby
do badan pod k4tem ot,ecnoSci Globodera spp., a ich kanaly nie posiadaj4 blokady na tej
wysokoSci, co moze skutkowa6 pobraniem pr6bki z niewlaSciwej glgbokoSci.



Przed wysylk4 do Laboratorium Wojew6dzkiego w Poznaniu pr6bki s4
przechowywane we vrtaSciwych warunkach, lecz miejsce ich skladowania nie jest
odpowiednio oznakowrme. Dokumentacja odnoSnie pobierania pr6bek jest prowadzona
i przechowywana we wlaSciwy spos6b.

2) Oddzial we Wrz:eSni

Ustalenia

o Personel. warunki lokalowe i techniczne

OddziaN w mieSci sig w budynku wolno stoj4cym przy ul. Gen. Sikorskiego 34, gdzie
znajduje sig teZ Oddz)ial Agencji Modernizacji i Restrukturyzacji Rolnictwa (ARMiR),
a wlaScicielem jest Sp6ldzielnia K6lek Rolniczych (SKR) we WrzeSni. Oddzia\ posiada do
dyspozycji trzy pomieszczenia o Nqcznej powierzchni 66 m2, w tym dwa pomieszczenia
biurowe i jedno laborat,rryjne. Wszystkie pomieszczenia znajdlj4 sig na jednej kondygnacji
(pierwsze pigtro).

Pomieszczenia Ctddzialu s4 zabezpieczone przed dostgpem os6b nieupowaznionych za
pomocQ drzwi zev,mgtrznych oraz drzwi prowadzqcych do poszczeg6Inych pomieszczeft,
zaopatrzonych w zamek patentowy, zamykany podczas nieobecno6ci pracownik6w.

OddziaN we WrzeSni zatrudnia 4 pracownik6w posiadaj4cych uprawnienia paristwowego
inspektora.

Oddzial dysponuje sprzgtem do pobierania pr6bek gleby oraz podstawowymi aktami
prawnymi i dokumentanni metodycznymi okreSlaj4cymi spos6b przeprowadzaniaurzgdowych
kontroli m4twik6w twolz4cych cysty na ziemniaku i pobierania pr6bek materialu roSlinnego,
gleby ipodlo?y zprzezr.taczeniem do badari fitosanitarnychoraz literatur4 fachow4, stosownie
do zakresu wykonywanlzch kontroli.

o Organwacja urzgdowych kontroli wystgpowania Globodela spp.

OddziaN przepro'wadza urzgdowe kontrole wystgpowania Globodera spp. na terenie
powiatu wrzeSnieriskie6lo. Podobnie jak w przypadku Oddziatru w GnieZnie pr6bki gleby
przeznaczone do badafi na obecno6d tych nicieni pobierane sqprzy pomocy lasek glebowych,
kt6rych kanal ma dlug,rSi ok. 30 cm i Srednicg ok. 20 mm, kt6re sluz4 jednoczeSnie do
pobierania pr6bek gleby przeznaczonej do analiz na obecnoS(, Synchytrium endobioticum oraz
nicieni z rodzaj6w Longidorus i Xiphinema. Przeprowadzenie pr6bkobrania we wlaSciwy
spos6b jest jednak utrudnione, gdyL na sondzie lasek nie jest zaznaczona glgbokoSd 10 cm,
zktSrej nale2y pobiera6 glebg do badari na obecno5d cyst m4twik6w, ani nie zagwarantowano
w inny spos6b pobierarria gleby z tej glgbokoSci. Gleba pobrana podczas pr6bkobrania jest
umieszczana w wiadrze metalowyrn. Nastgpnie pobrany material zostaje dokladnie
wymieszany, na polu wydzielone s4 z niego pr6bki o objgtoSci 200 ml, kt6re s4 pakowane do
woreczk6w, zszryane i zaopatrywane w jedn4 etykietg u posiadacza gntntu. Pr6bki s4
nastgpnie przewolone do OddziaNu, rejestrowane w jego pomieszczeniu biurowym
i przekazywane do baderfi w Laboratorium Wojew6dzkim w Poznaniu, kt6re po zakoriczeniu
analizprzesyla do Oddzialu,,Sprawozdanie zbadan". Podmiot zlecaj4cy analizg otrzymuje w
ku2dym przypadku ,,In.[ormacjg o wyniku badania laboratoryjnego", Iecz w dokumentacji
Oddzialu brak kopii tego dokumentu. JeSli nie jest mozliwe przekazanie pr6bek do badari
w Laboratorium Wojew6dzkim bezpoSrednio po ich pobraniu, przechowywane sQ one
w pomieszczeniu laboratoryjnym w wydzielonej i odpowiednio oznakowanej szafce.



Sprawdzono dok'ument acjg dotycz4c4 pobierania:

pr6bek gleby z p6l przeznaczonych pod upraw? elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniak6w ziernniakaizakJadanie kopc6w: pr6bki pobrane wg protokolutwzelTll3
pr6bek gleby z p'61przeznaczonych pod zalo2enie szk6lek roSlin, dla kt6rych istnieje
obowi4zek zaopartrzenia w paszport roSlin: pr6bki pobrane wg protokoluvnzel44ll2;
pr6bek gleby z p6l, na kt6rych uprawiane s4 ziemniaki inne ni| sadzeniaki: pr6bki
pobrane wg protoko L6w : wrze I 7 I 12 i vnze I | 5 I 12;
pr6bek podlozy torfowych przeznaczonych pod nasadzenia roSlin: pr6bki pobrane wg
protokolu v,rzel6ll2;
pr6bek podlo2y towarzysz4cych roSlinom przeznaczonym na eksport: pr6bka pobrana
wg protokoNu vn:ze I 28 I 12.

W 2012 roku caloS6 dokumentacji dotyczqca pr6bek gleby pobranych w ramach badan
na obecno S 6 Gl o b o de ra spp. przechowyw ana byNa w se gre gatorach :

OWR.7124.10 ,,Lustracje, kontrole podmiot6w podlegaj4cych rejestracji
i prowadzqcyci obr6t ziemniakiem" (dokumentacja kontroli na polach
przeznaczonych pod uprawg sadzeniak6w, szk6lek roSlin podlegaj4cych obowi4zkowi
paszportowania '- [torf pod nowe nasadzenia ro6lin, gleba pod szk6lkg leSn4] oraz
kontroli upraw ziemniak6w innych niZ sadzeniaki);
OWR.7121.2 ,,Lustracje roSlin, produkl6w roSlinnych i przedmiot6w" (pr6bki torfu od
dystrybutorupodloha);
dokumentacja pr6b torfu przeznaczonego na eksport (pr6bki torfu od dystrybutora
podloza) segregator OWR.7124.3 "Obsluga fitosanitarna eksportu/reeksportu
i dokument acja towaruyszqca Swiadectwom fitosanitarnym".

W 2013 r. spos6tr gromadzenia dokumentacji nie ulegl zmianie i dokumenty dotycz4ce
kontroli wystgpowania Globodera spp. s4 przechowywane w segregatorach zgodnie
z numerami przewodninLi spraw, kt6rych dotyczq:

dokumentacja kontroli na polach przeznaczonych pod uprawg sadzeniak6w oraz
zalohenie szk6lek roSlin podlegaj4cych obowiqzkowi paszportowania - segregator
OWR.7124.10. ,,Lustracje, kontrole podmiot6w podlegaj4cych rejestracji.";
dokumentacja kontroli upraw ziemniak6w jadalnych - w bieaqcym roku nie bylo
kontroli; dokunrentacja bgdzie przechowywana w segregatorze OWR.7l24.l0.
,,Lustracj e, kontr ole podmiot6w podlegaj 4cych rej estracj i" ;

dokumentacja odnosz4ca sig do pr6b torfu przeznaczonego na eksporl (pr6bki torfu od
dystrybutora podlola) segregator OWR.7124.3 "Obsluga fitosanitama
eksportu/reeksportu i dokumentacjatowaruysz1ca Swiadectwom fitosanitarnym" .

W 2012 roku prarcownicy Oddzialu pobrali do badari, w ramach urzgdowych kontroli
wystgpowania m4twik6tw tworz1cvch cysty na ziemniaku, pobrali l1cznte 63 pr6bki gleby,
w tym:

uprawy ziemniakajadalnego i przemyslowego -
pola przezraczone pod zaNohenie szk6trek
paszportow ania 4. pr6bki;

51 pr6bek;
roSlin podlegaj4cych obowi4zkowi

torfprzeznaczon:[ do nasadzeri szk6lkarskich- 1 pr6bka;
torf przeznaczon:[ na eksport - 1 pr6bka;
torf towarzysz4c)/ roSlinom przeznaczonym na eksport - 6 pr6bek.



W 2013 roku, clo dnia kontroli, pobrano 34 pr6bki gleby do badan na obecnoS6
Globodera spp., z tegc' z p6l przeznaczonych pod uprawg elitarnych i kwalifikowanych
sadzeniak6w ziemniaka - 30 pr6bek, 2 pr6bki z gntntow przeznaczonych pod zaNoaenie
kopc6w i 2 pr6bki torfu (edna pobrana z partii ptzeznaczonej na eksport, a druga z partii do
obrotu krajowego).

Wyniki badan wsrzystkich pr6bek pobranych w latach 2012-2013 byly negatywne.

Ocena

Nie stwierdzono uchybieri odnoSnie terminu pr6bkobrania i objgtoSci pobranej gleby w
ramach urzgdowych kontroli wystgpowania Globodera spp. oraz sposobu pakowania
pobranych pr6bek. Na sondzie lasek glebolyych uzywanych podczas pr6bkobrania brak jest
zaznaczenia punktu, oznaczajqcego gtrgbokoS6 (10 cm), zjakiej nale|y pobierad pr6bkg gleby
do badari pod k4tem otrecnoSci Globodera spp., a ich kanaly nie posiadaj4 blokady na tej
wysokoSci, co moze skuLtkowa6 pobraniem pr6bki z niewla5ciwej glgboko6ci. Przed wysytk4
do laboratorium Wojevr6dzkiego w Poznaniu pr6bki s4 przechowyrvane we wlaSciwych
warunkach. Dokumentacja odnoSnie pobierania pr6bek jest prowadzona i przechowywana
w spos6b wlaSciwy, za wyj1tkiem braku na Protokolach Pobrania Pr6b nr vnzelTlI2
i wtzell5ll2 jednoznacznej informacji, 2e dotyczq one pobierania pr6bek gleby p6l, na
kt6rych uprawiane s4 ziemniaki inne niz sadzeniaki (podano tylko ,,gleba - uprawa
ziemniak6w"; ZaNqcznitk 1) otaz nieumieszczania w dokumentacji Oddzialu kopii
dokument6w ,,Informacja o wyniku badania laboratoryjnego" przestranego do podmiotu
zglaszajqcego konieczno Si przeprowadzenia urzgdowej kontroli.

3) Laboratorium Wojewr6dzkie w Poznaniu

Ustalenia

o Organizacja laboratorium

Laboratorium miesci sig w budynku wolno stoj4cym przy ulicy Grunwaldzkiej 250 B,
gdzie znajduje sig sied:ziba Wojew6dzkiego Inspektoratu Ochrony Ro6lin i Nasiennictwa
w Poznaniu oraz Oddzialu WIORiN w Poznaniu. Og6lna powierzchnia Laboratorium wynosi
1209,4 m' , w tym dziaNalno6i laboratoryjna prowadiona jest w 24 pomreszczeniach. Ponadto,
laboratorium dysponuje 5 pomieszczeniarni biurowymi i 3 pomieszczeniami szklarniowymi.
Pomieszczenia laboratorium s4 zabezpieczone przed dostgpem os6b nieupowaznionych za
pomoc4 drzwr z zantkiem szyfrowym, a ponadto po godzinach pracy na terenie obiektu
obecny jest portier oraz prowadzony jest monitoring otoczenia obiektu zuayciemkamer.

Pracownie diagnostyczne zlokalizowane s4 na trzech kondygnacjach. Na parterze
mieSci sig pomieszcz,onie rejestracji i przyjmowania pr6b, pracownia nematologii
i entomologii, pomieszczenia przygotowania pr6bek pracowni mikologii, magzyn
odczynnik6w i materieLl6w laboratoryjnych oraz magazyn przechowywania pr6bek po
badaniu. Na pierwszynt pigtrze mieszcz? sig pracownie: pracownia og6lna, pracownie
wirusologii, bakteriologfi, mikologii i pracownia PCR. W piwnicy znajdujq sig dwa
magazyny ziemniak6w ii dwa pomreszczenia do przygotowania pr6bek ziemniaka do badari
bakteriolo g iczny ch i wirusolo g iczny ch.

Laboratorium posiada sprzgt niezbgdny do ekstrakcji cyst mqtwik6w (2 automatyczne
ekstraktory cyst) oru,z identyfikacji cyst Globodera spp. metod4 mikroskopow4
(morfolo giczno -metry cz:nq) r z zasto sowaniem te st6w molekulamych.



Konserwacja mi.koskopu w pracowni nematologii i entomologii jest prowadzona na
bte?qco (ostatnia miala miejsce 07.11.2012 r.) przez pracownika firmy Zeiss
i udokumentowana stosownym certyfikatem. WlaSciwoSci pomiarowe powyzszego
mikroskopu byly po twt ostatni sprawdzane dnia 09.11.2012 r., a wynik sprawdzania zostal
udokumentowany w formularztJ ,,Oznaczanie wartoSci dzialki mikrometru okularowego w
mikroskopie biologiczn',{m,,Axiolab re" o numerzelaborctoryjnym PO}r4l06lI718 zapomoc4
wzorca kreskowego o iltmerze laboratoryjnym POM/WI16122.

Automatyczny erkstraktor cyst jest raz na rok poddawany konserwacji pol4czonej
z v,rymianq oleju w pompie przemywajqcej, a po konserwacji wydawane jest stosowne
Swiadectwo" Ostatnia kcnserwacja obu aparat6w mialamiejsce dnra2I.09.2012.

Sita zbiorcze automalycznego ekstraktora cyst (laboratorium dysponuje 3 sitami) s4
poddawane sprawdzaniu zewngtrznemu potwierdzonemu certyfikatem, a nastgpnie
sprawdzaniu wewngtrzrlemu (wizualny przeglqd siatki sita), co jest udokumentowane w
,,Karcie przeglqdu siatki sita".

Kluczowy sprzgt do identyfikacji nicieni z zastosowaniem test6w molekulamych
(waga, pipety, chlodziarko-zamru2arka, wir6wki, amplifikator, termoblok, itp.) jest
poddawany regularnerrLu sprawdzaniu przez specjalistyczne firmy, udokumentowanemu
certyfikatem.

Laboratorium posiada odczynniki chemiczne stosownie do zakresu anahz. S4 one
skatalogowane, a ewidencja ich u?ycia prowadzona jest na ,,Karcie zu|ycia odczynnik6w
chemicznych". Laboral:orium posiada odpowiednie materialy odniesienia stosowane w
identyfrkacji cyst m4trvik6w z rodzaju Globodera do gatunku metod4 morfologiczno-
metryczn4 (preparaty nrikroskopowe stozk6w wulwalnych cyst i osobnik6w mtrodocianych
potwierdzone przez GIORiN CL) i z zastosowaniem metody multiplex-PcR (DNA nicieni).
Obarodzaje materiatr6w odniesienia s4 odpowiednio oznakowane i skatalogowane.

Laboratorium dysponuje podstawowymi aktami prawnymi i dokumentami
metodycznymi oraz literatur4 fachow4 na temat postgpowania podczas badania pr6bek gleby
na obecnoS6 m4twik6w'tworz4cych cysty na ziemniaku i identyfikacji nicieni do gatunku
metod4 morfolo giczno-rnetryc znq or az z zasto sowaniem test6w molekularnych.

W laboratorium zatrudnionych jest 17 os6b, w tym 13 pracownik6w merytorycznych
i 4 pracownik6w obslugi technicznej. W przypadku pracownik6w na stanowiskach
merytoryczrrych okreSlono specjalizacjg w zakresie diagnostyki poszczeg6lnych grup
orgarizm6w szkodliwyeh, z vwzglgdnieniem zastgpstwa. Pracownicy merytoryczni zostali
przeszkoleni w na temat identyfikacji cyst m4twik6w zrodzaju Globodera do gatunku metod4
morfologiczno-metrycznq orM z zastosowaniem metod molekulamych, a pracownicy obslugi
technicznej przeszli szkolenia wewngtrzne z zakresu przygotowania pr6bek gleby do badafi
nematologicznych oraz ekstrakcji z nich cyst m4twik6w. Kompetencje pracownik6w s4
udokumentowane w kar cie ZL- 02.00 l 3,,Weryfikacj a umiej gtno Sci pracownika".

o Realizacja badar[ pr6bek gleby na obecnofi(, Globodeld spp.

Laboratorium rMojew6dzkie przeprowadza badania, na obecnoSd m4twik6w
tworz4cych cysty na ziemniaku, pr6bek gleby pochodz4cych z terenu 2I powiat6w
wojew6dztwa wielkopolskiego. Ponadto Delegatura w Kaliszu prowadzi we wlasnym
zakresie analizg pr6belk gleby pochodzqcych z powiat6w: kaliskiego, ostrzeszowskiego,
ostrowskiego, kgpickieg;o, krotoszyriskiego i pleszewskiego, a Delegatura w Koninie zterenu
powiat6w: koniriskiego, slupeckiego, kolskiego i tureckiego. Analizy prowadzone przez te
Delegatury obejmuj4 ekstrakcjg cyst i ich identyfikacjg do gatunku metod4 morfologiczno-
metryczn4. W przypadku w4tpliwoSci w zakresie identyfikacji nicieni, cysty kierowane s4 do
Laboratorium Woj ew6dzkie go celem dal szych analiz.



W okresie objgtym kontrolq ekstrakcjg i identyfikacjg m4twik6w tworzqcych cysty na
ziemniaku prowadzono :zgodnie z procedur4 ,,Wykrywanie cyst Globodera spp. w podNoau z
wykorzystaniem automatycznego ekstraktora cyst oruz ich oznaczanie do gatunku", wydanie
5 zdnia06.06.20Il r.

Pr6bki gleby pritekazywane do badan s4 rejestrowane w pomieszczeniu rejestracji
pr6bek. Numery nadane poszczeg6lnym pr6bkom sQ zapisywane wodoodpomym pisakiem na
woreczku (opakowanie pr6bki) i etykietach.

Pr6bki przygotowane do badania sA umieszczane w zamknigtym pojemniku
i przenoszone do praoowni nematologii i entomologii, gdzie s4 poddawane analizie
z zastosowaniem automatycznego ekstraktora cyst przez pracownika technicznego lub
merytorycznego. MaterjLal wyekstrahowany z pr6bki zbierany jest na okr4glym sicie o
Srednicy oczek 0,2 mm. Nastgpnie zawartoS1 tego sita analizowana jest na s4czku z bibu/ry
pod kqtem obecnoSci cyst m4twik6w przez pracownika merytorycznego (uprawnienia do
badaf posiadaj 4 3 osoby).

Identyfikacjg oyst metod4 morfologiczno-metryczn1 przeprowadza dwoje
pracownik6w merytoryc',znych. Cysty m4twik6w stwierdzone podczas badan s4 wylawiane
przy pomocy pgsety i przenoszone do kropli wody umieszczonej na szkielku zegarkowym,
gdzie s4 one przecinane w celu okreslenia, czy zawieraj1 zywe jaja i osobniki mlodociane.
Nastgpnie przygotowuje sig preparaty mikroskopowe stoZk6w wulwalnych cyst
i znaidujqcych sig w cystach osobnik6w mlodocianych. Ekstrakcja cyst i przegl4danie
s4czk6w jest dokumentowane w ,,Karcie ekstrakcji cyst z pr6bek gleby", PBA{-01 .001I,
a identyfikacja cyst 1,rrr ,,Karcie oznaczania cyst mqtwik6w z rodzaju Globodera",
PBA{-01 .0012. Wypelnione karty przechowywane sQ w pracowri nematologii i entomologii.
Aparatura u?ywana potlczas badania pr6bek i data jej wykorzystania jest odnotowana w
,,Katcie badan dla metody badawczej", RB-06.00/2. Dokumentacjg wyniku stanowi4 tez
preparaty mikroskopow,o, kt6re sq zaopatrzone w etykiety i przechowywane w pracowni
nematologii i entomologii.

Identyfikacja c'yst z zastosowaniem testu multiplex-PCR prowadzona jest
w przypadku cyst wylzolowanych z 20%o pr6bek pozytywnych oraz wtedy, gdy wynik
identyfi kacj i meto d4 morfo I o gic zno -metry cznq nie j e st j edno z naczny .

Material przeznaczony do test6w molekularnych (osobniki mlodociane wyizolowane
z cysl umieszczone w prob6wce Eppendofa z wod4 ultraczystq do test6w molekularnych)
przygotowywany jest przez osobg wykonuj4c4 identyfikacjg nicieni metod4 morfologiczno-
me1'rycznq.

Identyfikacja nicieni z zastosowaniem test6w molekularnych przeprowadzanajest w
pracowni PCR (uprawfenia posiada 2 pracownik6w), zgodnie z procedur4 PB/P-01.00
"Identyfikacja nicieni Globodera rostochiensis i Globodera pallida metod4 testu multiplex-
PCR" (obecnie obowi4arje wydanie 2 z dnia 17 .09,2012 r.).

ZawuZywszy na <>grariczone warunki lokalowe, pracownia analiz PCR obejmuje tylko
dwa pomieszczenia. W' pierwszym odbywa sig ekstrakcja DNA, przygotowanie mixu,
nakladanie matryc i anrplifikacja DNA, natomiast w drugim elektroforeza t wizualizacja
produkt6w reakcji PCIR. Przygotowywanie zelu do elektroforezy (odwazenie agarozy
i podgrzanie zelu w kuchence mikrofalowej) odbywa sig w oddzielnym pomieszczeniu
wagowym. Aby zapobiec kontaminacji pr6bek, podczas badania stosowana jest izolacja
czasowa (izolacja DNA pierwszego dnia, przygotowanie mixu i PCR nastgpnego dnia).
Sterylizacja pomieszczerri odbywa sig za pomocq lamp UV, kt6re sq wlqczane przed
rozpoczgciem pracy i po kaZdym etapie badania. Zgodnie z informacj q przekazanq przez
pracownik6w laboratotium, czas pracy lamp jednorazowo wynosi ok. 15 minut, jednak nie
jest on nigdzie odnotowany. W trakcie analiz stosowane s4 kontrole pozytywne i negatywne
PCR oraz kontrola negatywna eleklroforezy.



Aparatura u?ywana podczas badania pr6bek jest odnotowana w ,,Karcie badari dla
metody badawczej", R-ll-06.00/2. Wyniki test6w s4 dokumentowane w ,,Karcie oznaczania
nicieni Globodera rostochiensis t Globodera pallida dIa testu metod4 multiplex-PCR",
PB/P-01.00/1 i kolorow4 fotografi4 ukladu prq;Zkow naLelu. Ponadto zachowywane jest DNA
wyizolowane z nicieni.

Odpady pozostale po przygotowaniu pr6bek gleby i ich ekstrakcji onz identyfikacji
metod4 morfologiczno-,metrycznq, wliczaj4c w to opakowania pr6bek i pozostaloSci po
pr6bce, s4 gromadzone w worku umieszczonym w pojemniku i nastgpnie zostajq poddane
sterylizacji w autoklar;vie, a nastgpnie traktowane jako odpady komunalne. Odpady po
analizach molekularnych s4 gromadzone w odpowiednich pojemnikach przeznaczonych do
spalenia.

Dokonano spra'ndzenia terminowo6ci przeprowadzenia analiz oraz dokumentacji
towarzyszqcej pr6bkorn pobranym przez Oddzialy w GnieZnie i Wrze5ni, kt6rych
dokumentacja odnoSnie pr6bkobrania zostala sprawdzona podczas kontroli w tych
Oddzialach. Byly to pr6bki pobrane wg protokol6w: gniel2Sll2 (pr6bki 2837-3036112),
gniel65ll2 (pr6bki 7109-7185112), gnielT6lI2 (pr6bki 9110-9114112), gnie77ll3 (pr6bki
9115-9127112), gniel5/13 (pr6bki 396-397113), gnrelgl13 (yr6bki 906-918113), wrzel6lI2
(pr6bka l479ll2), vnzelTll2 (pr6bki 148l-1482112), vmzellsll2 (pr6bki 2603-2604112),
wrze 28112 (pr6bki 5407-54IllI2), wrzel44ll2 (pr6bki 7857-7858112) i wrzelTll3 (pr6bki
r7r8-r76Ur3).

ZwaLywszy na fakt, 2e wyniki analiz pr6bek pobranych wg wszystkich ww.
protokotr6w byly negatywne, dodatkowo poddano analizie dokumentacjg towaruysz4cq
pr6bkom pobranym przez inne Oddzialy, w kt6rych stwierdzono obecnoS6 m4twika
ziemniaczanego (Globo,lera rostochiensis). Byly to pr6bki pobrane wg protokol6w:

ostr4ll0ll3 (pr6bki l97I-19721t2 oraz 1976112) - identyfikacja cyst prowadzono
tylko metod4 mo rfologiczno-metry czfiq;

kqpn/87112 (pr6bki 8758-61112) - identyfikacja metodq morfologiczno-metryczn1
i z zastosowanierm test6w molekularnych.

Po zakonczeniu badania Oddziat zlecaj1cy badania otrzymuje ,,sprawozdanie
zbadan".

Protokoly pobrarria pr6b i sprawozdania zbadaf przechowywane sQ w segregatorach
,,Sprawozdania zbadah i protokoly pobrania pr6b" gromadzonych w jednym z pomieszczei
biurowych laboratoriunr. Pelna dokumentacj a badaf prowadzona jest w Zintegrowanym
Systemie Informatycznt'mw Ochronie RoSlin i Nasiennictwie (ZSD.

W 2012 r. Laboratorium Wojew6dzkie w Poznaniu poddalo analizom na obecnoSd
m4twik6w tworz4cych cysty na ziemniaku 3180 pr6bek gleby. Identyfikacjg cyst metod4
morfologiczno-melrycznq przeprowadzono w przypadku 25 pr6bek, a analizy
z zastosowaniem testu multiplex-PCR w przypadku 9 pr6bek, stwierdzaj4c we wszystkich
ptzypadkach obecnoS6 m4twika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis). W 2013 r., do
dnia kontroli, analizit> na obecnoS6 cyst m4twik6w poddano II92 pr6bki gleby,
ptzeprowadzaj4c idenlyfikacjg metod4 morfologiczno-metryczn4 cyst stwierdzonych
w 3 pr6bkach (stwierdzono G. rostochiensis), lecz nie prowadzono identyfikacji nicieni
z zastosowaniem test6w molekularnych.



Realizacja zalecefi pokrontrolnych odnosz4cych sig poprzedniej kontroli problemowej

Sprawdzono r6wnie2 rcalizacjg zaleceh pokontrolnych z kontroli problemowej
przeprowadzonej w dnitr 29 pa2dziernika 2008 r., (dotycz4cej oceny poprawnoSci wdrozenia
metody FISH, Fluoresc'ent In Situ Hybridization, do badafi bulw ziemniaka na obecnoSd
bakteriozy pier6cieniowrj ziemniaka). Zalecenia odnosily siE do metody immunofluorescencji
(IF), kt6ra stanowi inl,egraln4 czg\(, procedury wykrywania i identyfikacji Clavibacter
michiganensis ssp. sepeclonicus (Cms). Dzialania podjgte w ramach reahzacji zaleceit:

- Wykonywanie preparat6w kontroli pozytyumej z u?yciem zawiesiny bakterii
o wlaSciwej koncentracji kom6rek, tak by moZliwe bylo ustalanie wartoSci miana
zastosowanych przeciwcial.

Podjgto nastgpujilce dzialanaw celu ustosunkowania sig do zalecenia:

Przygotowywane sQ preparaty kontroli pozytywnej z uZyciemzawiesiny bakterii 106

kom6rek/ml z 4\i-godzinnej kultury roboczej Cms oraz jej rozcienczenia w stosunku
1l:100. Takie roz:,ciefrczenie zawiesiny pozwala naprecyzyjne ustalenie i sprawdzenie
wartoSci miana zastosowanych przeciwcial.

- KaZdorazowe olceSlanie i zaznaczanie w karcie testu IF miana zastosowanych
przeciwciaN, co jest niezbgdne do prawidlowej interpretacji wynik6w oceny
mikroskopowej preparat6w z badanych pr6bek,

Podjgto nastgpujipe dziaNania w celu ustosunkowania sig do zalecenia:

Miano jest ustalrane po otwarciu nowej partii surowicy oruz ku2dorazowo dla danej
partii preparat6w, co jest zaznaczanie w kartach testu IF.

- Umieszczarie w kartach testu IF informacji o numerze kontroli pozytywnej.

Podjgto nastgpujilce dzialaniaw celu ustosunkowania sig do zalecenia:

Umieszczanie na kartach testu IF numeru kontroli pozytyvmej:

dIa Cms jrlst to numer kultury roboczej pochodz4cej ze szczepu referencyjnego;

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

Ocena

Warunki lokalov're w pomieszczeniach, gdzie dokonuje sig rejestracji pr6bek gleby,
przeprowadza ekstrakcjg cyst oraz ich identyfikacjg metodq morfologiczno-metrycznq sq
wlaSciwe.

ZwaZywszy, 2e do identyfikacji cyst z zastosowaniem testu multiplex-PCR s4
wykorzystywane dwa pomieszczenia, stosowana jest izolacj a czasowa. Postgpowanie to
sprawdza sig w przypadku badania malej liczby pr6bek (zgodnie z informacj q przekazanq
przez personel Laboratorium dotychczas nie odnotowano przypadk6w kontaminacji pr6bek),
jednak ze wzglgduna ry:zyko kontaminacji obecny system bylby niemozliwy do stosowania w
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przypadku zwigkszenialiczby pr6bek. Punkt l<rytyczny stanowi stanowisko przygotowania
mixu do PCR sqsiadujq<>e ze stanowiskiem do izolacji DNA (ZaN4cznik2), gdziejest mozliwa
kontaminacja DNA, kt6ry moze wystgpowai w powiettzvw formie aerozolu. W przyszlo6ci,
w przypadku znaczqc<rgo wzrostu liczby pr6bek poddawanych badaniom, przy braku
mozliwoSci zapewnienia izolacji czasowej, wskazane byloby wyposazenie pracowni w
komorg z laminarnym przeplyrvem powietrza lub wydzielenie osobnego pomieszczenia do
przygotowywania mixu do PCR.

Lampy przeznaozone do sterylizacji powyZszego pomieszczenia Swiatlem UV s4
odpowiednie w odniesieniu do jego powierzclni,lecz czas sterylizacji wynosz4cy 15 minut
mohe nie by6 wystarczaj4cy do zapewnienia odpowiedniej sterylnoSci powietrza podczas
badari. Jakkolwiek, jak.juL wczesniej wspomniano, dotychczas nie odnotowano przypadk6w
kontaminacji pr6bek. \MyposaZenie Laboratorium w sprzgt niezbgdny do ekstrakcji cyst
m4twik6w oraz ich identyfikacji metod4 mikroskopow4 (morfologiczno-mefiycznq)
i z zastosowaniem test6w molekularnych jest wlaSciwe, a stan techniczny urz4dzefnie budzi
zastrzeLen.

Odczynniki che,miczne s4 zakodowane i skatalogowane oraz przechowywane we
wlaSciwych warunkach, a na bieZqco prowadzona jest ewidencja ich zutycia. Materialy
odniesienia stosowane podczas identyfrkacji nicieni metod4 morfologiczno-metryczn4
i zastosowaniem test6'w molekulamych posiadaj4 wlaSciwe oznakowanie kodowe oraz
sporz4dzono ich wykaz.

Utylizacja odparl6w powstalych w wyniku przygotowania pr6bek do badail oraz
ekstrakcji i identyfikacji cyst prowadzone sQ w spos6b prawidlowy.

Personel wykonuj4cy poszczeg6lne etapy badania posiada kompetencje wtraSciwe do
zakresu powierzony ch zadah.

Nie stwierdzono uchybieri w zakresie terminowoSci wykonywania analiz oraz
udokumentowania ekstlakcji cyst i ich identyfikacji metod4 morfologiczno-metryczn4 i z
zasto sowaniem te st6w nrolekulamy ch oruz wystawiania,, Sprawo zdah z badaf ".

DziaNania podjgte w ramach realizacji do zaleceh sformulowanych po kontroli
problemowej przeprowadzonej w dniu 29 paldziemika 2008 r, , dotyczqcej oceny dzialalnoSci
diagnostycznej w zakresie poprawnoSci wdroZenia metody FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) do badati bulw ziemniaka na obecnoSd bakteriozy pierscieniowej ziemniaka,
nale?y uzna6 za wla5ciu,e.

W nviqzku zpowyitszXm zobowi4zujg do:

zapewnienia, by pr6bki gleby do badari w kierunku obecnoSci m4twik6w tworz4cych
cysty na ziemniaku pobierane byly z wlaSciwej glgbokoSci (do 10 cm);

wlaSciwego oznakowania miejsc magazynowania pr6bek gleby w kom6rkach
organizacyjnych WIORiN w Poznaniu przed ich wysylk4 do laboratorium;

umieszczania na protokolach pobierania pr6b dotycz4cych pr6bek gleby pobieranych
zp5I, rLa kt6r'ych uprawiane s4 ziemniaki inne niz sadzeniaki, informacji
pozwalajqcych na jednoznacznq identyfikacjg celu przeprowadzenia urzgdowej
kontroli, w tym przypadku badan o charakterze monitoringowym;

umieszczania w dokumentacji kom6rek organizacyjnych WIORiN w Poznaniu kopii
dokumentu ,,Inf,ormacja o wyniku badania laboratoryjnego", kt6rego oryginal jest
przesylany do Zleceniodawcy;
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w przypadku znaczqcego wzrostu liczby pr6bek cyst m4twik6w poddawanych
analizom z zasrtosowaniem test6w molekularnych, zaopatrzeria pracowni PCR
Laboratorium Wojew6dzkiego w Poznaniu w komorg z laminarnym przeplywem
powietrza lub uydzielenia osobnego pomieszczenia do przygotowywania mixu do
PCR;

prowadzenia zaltisow dotyczqcych czasu pracy lamp UV stosowanych podczas
sterylizacji pomieszczef pracowni PCR;

. sprawdzania skutecznoSci sterylizacji pomieszczefpracowni PCR przez zastosowanie
kontroli Srodowiskowej w tygodniu, w kt6rym wykonywano badania.

Informacjg o sposobie realizacji zalecenproszg przedlo2y1 do dnia 10 sierpnia 2013 r.
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Pomieszczenie pracowni PCR Laboratorium Wojew6dzkiego w Poznaniu; od lewej:
stanowiska do izolacji DNA, nakladania matryc i amplifikacji.
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Pomieszczenie pracowni PCR Laboratorium Wojew6dzkiego w Poznaniu: stanowisko do
przygotowarria mixu PCR.
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