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L 238/34 EIROPAS KOPIENU OFICIALAIS VESTNESIS 6.9.1984.

KOMISIJAS DESMITA DIREKTIVA
(1984. gada 25. jilijs),
ar ko nosaka Kopienas analizes metodes baribas oficialajai kontrolei

(84/425EEK)

EIROPAS KOPIENU KOMISTJA,
nemot véra Eiropas Ekonomikas kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1970. gada 20. jalija Direktivu 70/373/EEK
par paraugu nemsanas un analizes Kopienas metozu ievieSanu
baribas oficialajai kontrolei ('), kura jaunakie grozijumi izdariti ar
Griekijas PievienoSanas aktu, un jo Ipasi tas 2. pantu,

ta ka minétaja direktiva ir prasits veikt oficialu baribas kontroli,
izmantojot paraugu nemsanas un analizes Kopienas metodes, lai
parbauditu atbilstibu prasibam, kas normativo un administrativo
aktu noteikumos paredzétas attieciba uz baribas kvalitati un sasta-
vu;

ta ka ar Komisijas Direktivam 71/250/EEK (?), 73/46/EEK (%),
74/203/EEK (%), 75/84/EEK (), 76/372/EEK (), kurds jaunikie
grozijumi izdariti ar Direktivu 81/680/EEK (7), Direktivam
71/393/EEK (5), 72/199/EEK (%), 78/633/EEK (1°), kura jaunakie
grozijumi izdariti ar Direktivu 84[4[EEK (*!), un Direktivu
81/715[EEK ('2) jau ir noteiktas vairakas Kopienas analizes meto-
des; ta ka sakara ar panakumiem darba, kas gati kops ta laika,
ieteicams piepemt jaunu metodi;
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ta ka Saja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Baribas
pastavigas komitejas sniegto atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis prasa, lai analizes baribas oficialai kontrolei, ciktal ta
attiecas uz spirimicina saturu, izdara saskapa ar pielikuma
aprakstito metodi.

2. pants

Dalibvalstis stajas spéka normativi un administrativi akti, kas
vajadzigi, lai vélakais lidz 1985. gada 30. jinijam panaktu
atbilstibu 3ai direktivai, un par to dalibvalstis talit informe
Kopienu.

3. pants

S direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Briselé, 1984. gada 25. jalija
Komisijas varda —
Komisijas loceklis
Poul DALSAGER
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3.2

4.1.

4.2.

PIELIKUMS

SPIRIMICINA NOTEIKSANA PEC DIFUZIJAS AGARA BAROTNE

Meérkis un piemérosanas joma

Metode paredzéta spirimicina noteik$anai bariba un premiksos. Zemaka noteik3anas robeza ir 1 mg/kg
(I ppm) ().

Princips.

Paraugu ekstragé ar metilspirta/fosfata-bikarbonata buferskiduma maisijumu, kura pH ir 8. Ekstraktu dekante
vai centrifugé un atskaida. Ta antibiotisko aktivitati nosaka, mérot spirimicina difaziju ar Micrococcus Iuteus
apséta agara barotné. Diftziju parada mikroorganisma kavéjuma zonu veidosanas. Minéto zonu diametru
pienem par tiesi proporcionalu antibiotikas koncentracijas logaritmam izmantotaja antibiotikas koncentracijas
intervala.

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

Izejas kultiiras uzturéSana.

Uzsgjumu mégenés barotné (4.1.) uzs§j slipus Micrococcus luteus uzsgjumus un 24 stundas inkubé 30 °C
temperatiira. Kultiiru glaba ledusskapi apméram 4 °C temperatiira. Atkartotu uzsésanu veic reizi divas nedélas.

Baktériju suspensijas gatavosana (%).

No nesen sagatavota slipagara (3.1.) ar 2 lidz 3 ml natrija hlorida $kiduma (4.3.) novac pieaugumu. So suspensiju
lieto 250 ml barotnes (4.1.) uzsgjumam R kolba un inkubé 18 lidz 20 stundas 30 °C temperatiira. Pieaugumu
novac ar 25 ml natrija hlorida $kiduma (4.3.) un samaisa. Suspensiju at3kaida ar natrija hlorida skidumu (4.3.)
attieciba 1/10. Suspensijas gaismas caurlaidibai jabit apméram 75 %, mérot 650 nm 1 cm kiveté pret natrija
hlorida $kidumu (4.3.). So suspensiju var glabat vienu nedélu apméram 4 °C temperatiira.

Barotnes un reagenti.

Barotne (°).

Galas peptons 60¢g
Triptons 40¢g
Rauga ekstrakts 30¢g
Galas ekstrakts 15g
Glikoze 10g
Agars no 10,0 lidz 20,0 g
Udens 1000 ml

pH no 6,5 lidz 6,6 (péc sterilizacijas).

Izmegindjuma vide (°).

Triptons 50g
Rauga ekstrakts 40¢g
Galas ekstrakts 30¢g
Agars no 10,0 lidz 20,0 g
Udens 1000 ml

pH 8,0 (péc sterilizacijas).

1 mg spirimicina bazes ir lidzvertigs 3 200 starptautiskajam vienibam (SV).
Var lietot citas metodes, ja ir noskaidrots, ka ar tam iegast lidzigas baktériju suspensijas.
Var lietot jebkuru citu sérijveida barotni ar lidzigu sastavu, kura dod tadus pasus rezultatus.
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Natrija hlorida Skidums 0,8 % (m/V).

8 g natrija hlorida izskidina tideni un atskaida lidz 1 000 ml; sterilize.

Fosfata-bikarbonata buferskidums ar pH 8,0.

Dikalija hidrogénfosfats K,HPO, 16,7 g
Kalija dihidrogénfosfats KH,PO, 05g
Natrija hidrogénkarbonats NaHCO, 20,0¢g
Udens lidz 1 000 ml

Metilspirta/fosfata-bikarbonata buferskiduma maisijums (4.4.).

50/50 (V/V).

Standartviela.

Spirimicins ar zinamu aktivitati (SV).

Standartskidumi.
Precizi nosvértu standartvielas (4.6.) daudzumu izskidina maisijuma (4.5.) un atskaida ar to pasu maisjjumu,
lai iegiitu rezerves $kidumu, kura spirimicina saturs ir 1 000 SV mililitra. So skidumu noslégta kolba 4 °C

temperattira var glabat ne ilgak par piecam dienam.

No 3a rezerves skiduma, pakapeniski atskaidot ar maisijumu (4.5.), gatavo $adus skidumus:

Sg 1 SV/ml
S, 05 SV/ml
S, 025  SV/ml
S, 0125 SV/ml

Ekstrakta un izméginajuma $kiduma gatavosana.

Ekstrakcija.

Baribas analizes paraugam nosver 20,0 g baribas, bet premiksu analizes paraugam — no 1,0 lidz 20,0 g
premiksu. Pievieno 100 ml maisijuma (4.5.) un krata 30 mindtes. Centrifugé vai dekanté un atskaida
centrifugatu ar maisijumu (4.5.), lai ieglitu paredzamo spirimicina saturu 1 SV/ml (= Uy).

Ja paredzamais spirimicina saturs bariba ir mazaks par 2,5 mg/kg, ekstrakcija javeic $adi. Paraugam nosver
20,0 g baribas. Pievieno 100 ml maisijuma (4.5.) un krata 30 mindtes. Centrifugé dazas minites, nem 50 ml

centrifugata un apméram 4 ml pie samazinata spiediena, temperattira, kas neparsniedz 40 °C, ietvaic€ rotacijas
ietvaicétaja. Atskaida atlikumu ar maisijumu (4.5.), lai iegiitu paredzamo spirimicina saturu 1 SV/ml (= Uy).

Izmeginajuma Skidumi.

No skiduma Uy, pakapeniski atskaidot (1 + 1) ar maisijumu (4.5.),gatavo $kidumu U, (paredzamais saturs —
0,5 SV/ml), U, (paredzamais saturs — 0,25 SV/ml) un U, (paredzamais saturs — 0,125 SV/ml).

Izmeéginajuma norise.

Izméginajuma vides uzsejums.

[zmégindjuma vidi (4.2.) apsgj ar baktériju suspensiju (3.2.) apméram 50 °C temperatiira. Prick§méginajumos
uz platém ar izméginajuma vidi (4.2.) nosaka baktériju suspensijas daudzumu, kads vajadzigs, lai ar dazadu
koncentraciju spirimicinu iegiitu lielakas un skaidrakas kavéjuma zonas.
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Plasu gatavosana.

Difuziju agara veic uz platém, lietojot Cetru koncentraciju standartskidumus (Sg, S, S,, S;) un Cetru
koncentraciju izméginajuma skidumus (Ug, U,, U, U,). Uz katras plates obligati jabfit minéto Cetru
koncentraciju ekstraktam un standartskidumam. Sim nolitkam izvélas plates, kas ir pietiekami lielas, lai agara
barotné var izveidot vismaz astonas iedobes ar diametru no 10 lidz 13 mm, atstajot ne mazak ka 30 mm starp
to centriem. Testu var veikt uz platém, kas sastav no stikla loksnes un 200 mm diametra un 20 mm augsta
anodéta aluminija vai plastikas rinka uz tas.

Uz platém lej tadu daudzumu barotnes (4.2.), ko apsgj, ka noteikts 7.1., lai izveidojas apméram 2 mm biezs
slanis (60 ml uz 200 mm diametra plates). Lauj tam nostaties limeniski, izurbj iedobes, un tajas iepilda precizi
noméritus izmégindgjuma $kiduma un standartskiduma daudzumus (no 0,10 lidz 0,15 ml katra iedobé —
atbilstosi diametram). Katru koncentraciju izmanto vismaz Cetras reizes, lai katra noteik§ana noveértétu 32
kavéjuma zonas.

Inkubacija.

Plates inkubé 16 lidz 18 stundas 30 + 2 °C temperatiira.

Novért&jums.

pieraksta uz puslogaritmiska papira, paradot koncentraciju logaritmu attieciba pret kavéjuma zonu diametriem.
Novelk standartskiduma un ekstrakta taisnes, pieméram, ka paradits talak teksta.

“Atbilstosako” punktu standarta zemakajam limenim (SL) nosaka péc formulas:

7s, +4s +s,—2s
a) SL = 1 274 3
10

“Atbilstosako” punktu standarta augstakajam limenim (SH) nosaka péc formulas:

b) SH = 7s8 + 4s4+s2 - 251
10

Lidzigi aprékina “atbilstodakos” punktus ekstrakta zemakajam limenim (UL) un ekstrakta augstakajam limenim
(UH), ieprieksminétajas formulas (1) attiecigi s, s,, s, un sq aizstajot ar u, u, u, un ug.

Aprékinatas SL un SH vértibas atzimeé uz ta pasa puslogaritmiska papira un savieno, lai iegiitu standartskiduma
“atbiltosako” liniju. Lidzigi atzimé un savieno UL un UH, lai iegtitu ekstrakta “atbilstosako” liniju.

Ja nav nobides, linijam vajadzétu but paralelam. Praktiskam vajadzibam linijas var uzskatit par paralelam, ja
lielumu (SH — SL) un (UH — UL) starpiba neparsniedz 10 % no to vidgja lieluma.

Ja linijas nav uzskatamas par paralélam, u; un s, vaiug un sg var atmest, un, lai iegiitu alternativas “atbilstosakas”
Iinijas, SL, SH, UL un UH aprékinat péc alternativam formulam:

5s,+2s. —s 5s,+2s,—s

a) SL = 1 2 T 47 %8
6 6

5s,+2s —s 5s,+2s,— s

b') SH = 4 62 Uogai 8 64 2

un lidzigi aprékinat UL un UH. Jaievéro tie pasi paralelitates kritériji. Nobeiguma zinojuma biitu janorada, ka
rezultats ir aprékinats no trim limeniem.

wn “ . »

Mazie burti “s” un “u” attiecas uz kavéjuma zonu diametriem.
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Ja linijas uzskata par paralélam, aprékina relativas aktivitates logaritmu (log A) péc vienas no sadam formulam
atkariba no ta, vai paralelitates novértéjuma ir izmantoti tris vai Cetri limeni.

Cetru limenu gadijuma:
(Ut u

St — s —s)— 5, — sg) x 0,602

o logA =
Ut ugts,Fsg— U - u,—s s

8 2

Triju limenu gadijuma:

(u1+ Ut U, s =8, 54) x 0,401

d) LogA =
) g u+os,—u - d
vai
u+ utu,—s —s,—s.) x0,401
d)LogA=(2 4 Ug™ 57 5y s)
Ugt sg—U,— 5,

Parauga ekstrakta aktivitate = attieciga standarta aktivitate x A

(U = S,x A)

Ja relativa aktivitate ir arpus intervala no 0,5 lidz 2,0, eksperimentu atkarto, veicot ipasas ekstrakta
koncentraciju korekcijas vai, ja tas nav iesp&jams, standartSkidumu koncentraciju korekcijas. Ja relativa
aktivitate neieklaujas attiecigaja intervala, jebkurs iegatais rezultats jauzskata par aptuvenu, un tas janorada
nobeiguma zinojuma.

Ja linijas nav uzskatamas par paralélam, noteiksanu atkarto. Ja tomér nepanak paralelitati, noteik$ana jauzskata
par neapmierino$u.

Rezultatu izsaka spirimicina bazes miligramos uz baribas kilogramu.

9.  Atkartojamiba.

Starpibai starp divu tadu paralélu noteiksanu rezultatiem, ko veicis viens un tas pats laborants, lietojot vienu
un to paSu paraugu, nevajadzétu parsniegt:

— 2 mgfkg péc absolita lieluma, ja spirimicina bazes saturs ir lidz 10 mg/kg,
— 20 % no augstaka lieluma, ja saturs ir no 10 lidz 25 mg/kg,
— 5 mg/kg péc absolta lieluma, ja saturs ir no 25 lidz 50 mg/kg,

— 10 % no augstaka lieluma, ja saturs ir virs 50 mg/kg.



