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KUMNES KOMISJONI DIREKTIIV,
25. juuli 1984,
millega kehtestatakse ithenduse analiiiisimeetodid loomas6oda ametlikuks kontrolliks

(84/425/EMU)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Majandusithenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 20. juuli 1970. aasta direktiivi
70/373[EMU sodda ametlikuks kontrolliks vajalike ithenduse
proovivdtu- ja analiiisimeetodite kehtestamise kohta, (1) viimati
muudetud Kreeka ithinemisaktiga, eriti selle artiklit 2,

ning arvestades, et:

eespool nimetatud direktiivi kohaselt tuleb loomasooda kvaliteeti
ja koostist reguleerivates digusnormides sitestatud néuetele vas-
tavust ametlikult kontrollida tthenduse proovivotu- ja analiiisi-
meetodite abil;

komisjoni  direktiivides  71/250/EMU, (3)  73[46/EMU, (3)
74]203[EMU, (4) 75/84/EMU (%) ja 76/372/EMU, (%) viimati muu-
detud direktiiviga 81/680/EMU, (°) direktiivides 71/393/EMU, (%)
72/199/EMU () ja 78/633/EMU, (19) viimati muudetud direktii-
viga 84/4/EMU (1) ning direktiivis 81/715/EMU (!2) on juba keh-
testatud mitmed iithenduse analiiiisimeetodid; vahepeal saavuta-
tud edusammude tdttu on soovitatav vastu votta uus meetod;

=
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EUTL 83, 30.3.1973, Ik 21.
EUTL 108, 22.4.1974, 1k 7.
EUTL 32, 5.2.1975, Ik 26.
EUTL 102, 15.4.1976, Ik 8.
EUT L 246, 29.8.1981, lk 32.
EUTL 279, 20.12.1971, k 7.
EUT L 123, 29.5.1972, Ik 6.
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1) EUTL 15, 18.1.1984, Ik 28.
12) EUT L 257, 10.9.1981, lk 38.
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kiesoleva direktiiviga ettendhtud meetmed on kooskdlas alalise
soodakomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Lilkmesriigid ~ nouavad, et  analiisid  loomaséoda
spiramiitsiinisisalduse ametlikuks kontrollimiseks teostatakse
vastavalt lisas kirjeldatud meetodile.

Artikkel 2
Liikmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi jargimiseks vajalikud
digusnormid hiljemalt 30. juunil 1985. Liikmesriigid teatavad
sellest viivitamata komisjonile.

Artikkel 3

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 25. juuli 1984
Komisjoni nimel
komisjoni liige
Poul DALSAGER
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LISA

SPIRAMUTSIINI MAARAMINE AGARSOOTMEL DIFUSIOONI TEEL

Eesmirk ja rakendusala

Kiesoleva meetodiga mairatakse spiramiitsiini sisaldus sootades ja eelsegudes. Alumine méaaramispiir on

1 mg/kg (1 miljondik) (*).

Pohimote

Proov ekstraheeritakse metanooliffosfaat-vesinikkarbonaatpuhvri seguga (pH 8). Ekstrakt dekanteeritakse voi
tsentrifuugitakse ning lahjendatakse. Ekstrakti antibiootilise aktiivsuse maaramiseks moddetakse spiramiitsiini
difusioon agarsootmel, mis on nakatatud Micrococcus luteus'ega. Difusiooni niitab mikroorganismi
inhibitsioonitsoonide tekkimine. Nimetatud tsoonide libimddtu kisitatakse otseselt vordelisena antibiootikumi
kontsentratsiooni logaritmiga kasutatud antibiootikumikontsentratsioonide vahemikus.

Mikroorganism: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

Tiwvikultuuri sgilitamine

Soodet (4.1) sisaldavad langagariga katseklaasid nakatatakse Micrococcus luteus’ega ja inkubeeritakse 30 °C juures
24 tundi. Kultuuri sdilitatakse kiilmikus umbes 4 °C juures. So6det nakatatakse uuesti iga kahe nddala jarel.

Bakterisuspensiooni valmistamine (%)

Hiljuti valmistatud lingagarilt (3.1) kogutakse kultuur 2-3 ml naatriumkloriidi lahusesse (4.3). Saadud
suspensiooniga nakatatakse Roux’ anumas 250 ml s6odet (4.1) ning inkubeeritakse 30 °C juures 18-20 tundi.
Kasvukultuur kogutakse 25 ml naatriumkloriidi lahusesse (4.3) ja segatakse. Suspensiooni lahjendatakse
naatriumkloriidi lahusega (4.3) vahekorras 1 : 10. Suspensiooni valguslabivus peab olema ligikaudu 75 %
naatriumkloriidi lahuse (4.3) valguslibivusest, mdddetuna 650 nm juures kiivetis labimddduga 1 cm.
Suspensiooni vdib hoida kiilmikus umbes 4 °C juures ithe nidala.

So6tmed ja reaktiivid

Soade (°)

Lihapeptoon 6,0g
Triiptoon 40¢g
Pirmiekstrakt 30g
Lihaekstrakt 15¢
Glitkoos 10g
Agar 10,0-20,0 g
Vesi 1 000 ml

pH 6,5-6,6 (pirast steriliseerimist)

Analiiiisi sodde (b)

Triiptoon 50¢g
Parmiekstrakt 40g
Lihaekstrakt 30¢g
Agar 10,0-20,0 g
Vesi 1000 ml

pH 8,0 (pdrast steriliseerimist)

1 mg spiramiitsiini vastab 3 200 rahvusvahelisele ithikule (RU).
Kasutada voib ka teisi meetodeid, kui on kindlaks tehtud, et nendega saadakse sarnased bakterisuspensioonid.
Kasutada voib miiiigilolevat s66det, mis on samalaadse koostisega ning millega saadakse samad tulemused.
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6.1.

6.2.

7.1.

0,8 (massi/mahu)protsendiline naatriumkloriidi lahus

8 g naatriumkloriidi lahustatakse vees ja lahjendatakse 1 000 milliliitrini. Lahus steriliseeritakse.

Fosfaat-vesinikkarbonaatpuhverlahus, pH 8,0

Dikaaliumvesinikfosfaat K,HPO, 16,7 g
Kaaliumdivesinikfosfaat KH,PO,, 05g
Naatriumvesinikkarbonaat NaHCO; 20,0¢g

Lisatakse vett 1 000 ml lahuse saamiseks.

Metanooli/fosfaat-bikarbonaatpuhvri (4.4) segu

Mahuvahekorras 50/50.

Standardaine

Teadaoleva aktiivsusega spiramiitsiin (RU).

Standardlahused
Standardaine (4.6) tdpne kaalutis lahustatakse segus (4.5) ja lahjendatakse sama seguga, kuni saadakse
pohilahus, mis sisaldab 1 000 RU spiramiitsiini milliliitri kohta. See lahus silib suletud kolvis 4 °C juures

stabiilsena kuni viis pdeva.

Konealusest pohilahusest valmistatakse seguga (4.5) jarjest lahjendades jargmised lahused:

=

U/ml

=

s 1 Uf

. 05 RU/m
Uf
/

, 025 RUm

. 0125 RU

(=N

s .
s .
S

s .

ml

Ekstrakti ja testlahuste valmistamine

Ekstraheerimine

Voetakse s66da proovi 20,0 g kaalutis voi eelsegu 1,0-20,0 g kaalutis, lisatakse 100 ml segu (4.5) ja loksutatakse
30 minutit. Tsentrifuugitakse voi dekanteeritakse ning supernatant lahjendatakse seguga (4.5), kuni saadakse
eeldatav spiramiitsiini kontsentratsioon 1 RU/ml (= Uy).

Kui spiramiitsiini eeldatav sisaldus soodas on madalam kui 2,5 mg/kg, tuleb ekstraheerimine labi viia jargmiselt:
voetakse loomasooda proovi 20,0 g kaalutis, lisatakse 100 ml segu (4.5) ja loksutatakse 30 minutit.
Tsentrifuugitakse moned minutid, vdetakse 50 ml supernatanti ja aurustatakse vaakumpoordaurustis
temperatuuril kuni 40 °C, kuni jirele jadb 4 ml lahust. Eeldatava spiramiitsiini kontsentratsiooni 1 RU/ml (= U)
saamiseks lahjendatakse jadk seguga (4.5).

Testlahused

Lahusest U valmistatakse lahused U, (eeldatav sisaldus 0,5 RU/ml), U, (eeldatav sisaldus 0,25 RU/ml) ja U,
(eeldatav sisaldus 0,125 RU/ml), lahjendades seda jérjest (vahekorras 1 : 1) seguga (4.5).

Analiiiisi kiik

Analiiiisi so6tme nakatamine

Analiitisi soode (4.2) nakatatakse bakterisuspensiooniga (3.2) umbes 50 °C juures. Analiilisi so6tmega (4.2)
tassidel teostatavate eelkatsete kdigus méadratakse kindlaks bakterisuspensiooni kogus, mis on vajalik suurimate
ja selgeimate inhibitsioonitsoonide saamiseks spiramiitsiini eri kontsentratsioonide juures.
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Tasside ettevalmistamine

Difusioon agarsootmel viiakse ldbi tassidel, kasutades nelja erineva kontsentratsiooniga standardlahust (S, S,,
S, ja S;) ja nelja erineva kontsentratsiooniga testlahust (Ug, U,, U, ja U,). Iga tassi puhul tuleb tingimata
kasutada koiki nelja ekstrakti ja standardlahust. Selleks valitakse tassid, mis on piisavalt suured, et
agarsootmesse oleks voimalik teha vihemalt kaheksa 10-13 mm ldbim6dduga auku, mille keskmed jadvad
iiksteisest vahemalt 30 mm kaugusele. Katse voib ldbi viia klaasplaadil, millele on asetatud alumiinium- voi
plastrongas labimddduga 200 mm ja korgusega 20 mm.

Tassidele valatakse teatav kogus s66det (4.2), mis on nakatatud vastavalt punktile 7.1, nii et tekiks ligikaudu
2 mm paksune kiht (200 mm libimddduga plaadi puhul 60 ml). S66tmel lastakse tasanduda, sellesse tehakse
augud ning nendesse lisatakse tapselt moddetud test- ja standardlahuste kogused (0,10-0,15 ml augu kohta
olenevalt 1dbimoddust). Iga erineva kontsentratsiooniga lahust kasutatakse vihemalt neli korda, et iga
médramisega oleks voimalik hinnata 32 inhibitsioonitsooni.

Inkubatsioon

Tasse inkubeeritakse 30 * 2 °C juures 16-18 tundi.

Hindamine

Inhibitsioonitsoonide 1abimd6t mairatakse 0,1 mm tdpsusega. Iga kontsentratsiooni puhul kantakse keskmised
viddrtused poollogaritmilisele millimeetripaberile, kus on ndha kontsentratsioonide logaritmi ja
inhibitsioonitsoonide 1abimdddu vaheline seos. Nii standardlahuse kui ka ekstrakti jaoks visandatakse koige
sobivamad jooned, niiteks nagu kirjeldatud allpool.

Standardlahuse madalaima taseme (SL) jaoks maéiratakse “kdige sobivam” punkt, kasutades jargmist valemit:

78, tas ts, - 258

(@) SL = 10

Standardlahuse kdrgeima taseme (SH) jaoks médratakse “kdige sobivam” punkt, kasutades jargmist valemit:

+4s +s.—
7s8 4s4 S, 251

b) SH =
(b) 0
Samal viisil arvutatakse “kdige sobivamad” punktid ekstrakti madalaima taseme (UL) ja ekstrakti kdrgeima
taseme (UH) jaoks, asendades sy, s,, s, ja sg eespool toodud valemis u,, u,, u, ja ug—ga (').

Arvutatud SL ja SH viirtused mirgitakse samale millimeetripaberile ja nende ithendamisel saadakse
standardlahuse “kdige sobivam” joon. Samal viisil margitakse UL ja UH ning nende ithendamisel saadakse
ekstrakti “koige sobivam” joon.

Hiirivate mojude puudumisel peaksid saadud jooned olema paralleelsed. Praktiliselt voib jooni kisitada
paralleelsetena, kui vddrtused (SH-SL) ja (UH-UL) ei erine vastavatest keskmistest vddrtustest rohkem kui 10 %
vorra.

Kui jooned ei ole paralleelsed, voib éra jdtta kas u, ja s, voi ug ja sg ning arvutada SL, SH, UL ja UH jargmiste
valemite abil, mille pohjal saadakse alternatiivsed “kdige sobivamad” jooned:

5s,+ 2s,—s 55+ 2s,—s
) SH = 4 2 71 s 8 472

Samal viisil leitakse UL ja UH. Sarnaselt eespool kirjeldatuga tuleb kontrollida alternatiivsete “k&ige sobivamate”
joonte paralleelsust. Ldpparuandes tuleb dra mérkida asjaolu, et tulemus on arvutatud kolme kontsentratsiooni

pohjal.

Viikesed tihed “s” ja “u” tdhistavad inhibitsioonitsoonide labimddte.
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Kui jooni kisitatakse paralleelsetena, arvutatakse suhtelise aktiivsuse logaritm (log A) ithe jargmise valemi abil.

Nelja kontsentratsiooni puhul:

(utu,tu,

+s,+
s,ts

+u8—sl—sz—s4—58)><0,602

(c) LogA =
u,tug g7 T, TS TS,

Kolme kontsentratsiooni puhul:

(u1+ u,tu, s, —s2—s4)><0,401

(d) LogA =
uts,—u, -s,
vOi
@) Loga :(u2+ u,* ug—s,—s,—8,)x0,401

ugt sg—u,=s,

Testitava ekstrakti aktiivsus = vastava standardi aktiivsus x A
(Ug = Sgx A)

Kui suhteline aktiivsus jaib viljapoole vahemikku 0,5-2,0, korratakse katset, kohandades vastavalt vajadusele
ekstrakti kontsentratsioone voi vastava voimaluse puudumisel standardlahuste kontsentratsiooni. Kui ei ole
voimalik saavutada suhtelise aktiivsuse jadmist noutud vahemikku, tuleb koiki saadud tulemusi kisitada
ligikaudsetena ning see tuleb 16pparuandes dra markida.

Kui jooni ei saa kisitada paralleclsetena, korratakse madramist. Kui ka kordusmairamisel ei saavutata
paralleelsust, tuleb maddramine lugeda mitterahuldavaks.

Tulemus viljendatakse spiramiitsiini milligrammides iihe kilogrammi loomasooda kohta.

Korratavus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohiks iiletada:
— 2 mg/kg, kui spiramiitsiini sisaldus on kuni 10 mg/kg,

— 20 % suurimast védrtusest, kui spiramiitsiini sisaldus on 10-25 mg/kg,

— 5 mgfkg, kui spiramiitsiini sisaldus on 25-50 mg/kg,

— 10 % suurimast vddrtusest, kui spiramiitsiini sisaldus on iile 50 mg/kg.



