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URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV

6.9.1984

DESIATA SMERNICA KOMISIE
z 25. jala 1984,
ktord stanovuje metédy analyzy pri dradnej kontrole krmiv v spolocenstve

(84/425EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretefom na Zmluvu o zalozeni Eurépskeho hospodarskeho
spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 70/373[EHS z 20. jula 1970
o zavedeni met6d odoberania vzoriek a analyzy pri tiradnej kon-
trole krmiv v spolocenstve (1), naposledy zmenent Aktom o pri-
stapeni Grécka, a najmi na jej ¢lanok 2,

kedZe tdto smernica vyzaduje, aby sa tradnd kontrola krmiv
na ucely kontroly plnenia poziadaviek stanovenych zdkonom,
inym pravnym predpisom alebo spravnym opatrenim v stivislo-
sti s kvalitou a zloZenim krmiv vykondvala s pouzitim metéd spo-
lo¢enstva na odoberanie vzoriek a analyzy;

kedze smernice Komisie 71/250/EHS (3), 73[46/EHS (?),
74[203/EHS (%), 75/84[EHS (%), 76/372[EHS (%), naposledy zme-
nené a doplnené smernicou 81/680/EHS (7), smernice
71/393[EHS (%), 72/199/EHS (%), 78/633[EHS (19), naposledy
zmenené a doplnené smernicou 84/4/EHS ('!), a smernicou
81/715/EHS (*?), uz stanovili niekolko metéd spolocenstva
na analyzu; kedze pokrok v praci si odvtedy Ziada prijatie novej
metody;

=

() U.v.ESL 170, 3.8.1970, s. 2.
(® U.v.ESL155,12.7.1971,s.13.
() U.v.ESL83,30.3.1973,s. 21.
(*) U.v.ESL108,22.4.1974,s.7.
() U.v.ESL 32, 521975,s. 26.
() U.v.ESL 102, 15.4.1976, s. 8.
() U.v.ESL 246, 29.8.1981, s. 32.
(® U.v.ESL279,20.12.1971,s. 7.
() U.v.ESL123,29.5.1972,s. 6.
(19 U.v.ESL 206, 29.7.1978, s. 43.
(1) U.v.ESL 15, 18.1.1984, s. 28.
(12) U.v.ESL257,10.9.1981, s. 38.

kedZe opatrenia stanovené v tejto smernici su v stilade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské stdty musia Ziadat, aby sa analyzy pre tiradné kontroly
krmiv v savislosti s ich obsahom spiramycinu vykonavali v stlade
s metédami opisanymi v prilohe.

Clanok 2

Clenské $taty musia uviest do platnosti zakony, nariadenia alebo
spravne ustanovenia potrebné na plnenie tejto smernice najneskor
30. juna 1985 a musia o tom informovat Komisiu.

Cldnok 3
Této smernica je adresovand ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 25. jila 1984

Za Komisiu
Poul DALSAGER

clen Komisie
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3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

PRILOHA

STANOVENIE SPIRAMYCINU DIFUZIOU V AGAROVOM MEDIU

Ucel a oblast

Metdda slizi na stanovenie obsahu spiramycinu v krmive a v premixoch. Dolnd medza stanovitelnosti je 1
mg/kg (1 ppm) ()

Princip

Vzorka sa extrahuje zmesou metylalkohol/fosfatbikarbondtovym pufrom s pH 8. Extrakt sa dekantuje alebo
odstredi a zriedi. Jeho antibiotickd aktivita sa stanovi meranim difizie spiramycinu v agarovom médiu
naockovanom s Micrococcus luteus. Diftzia sa prejavuje tvorbou inhibi¢nych z6n mikroorganizmu. Vztah medzi
priemerom tychto zon a logaritmom koncentrécie antibiotika v rozsahu pouzitych antibiotickych koncentracif
sa povazuje za priamo Gmerny.

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

Udrziavanie zdkladnej kultary

Naockujte $ikmé plochy kultivatného média (4.1) v skiimavkich mikroorganizmom Micrococcus luteus
a inkubujte 24 hodin pri 30°C. Skladujte kultiru v chladnicke pri teplote asi 4°C. Preockujte kazdé dva tyzdne.

Priprava bakteridlnej suspenzie (%)

Zozbierajte produkt z Cerstvo pripravenej Sikmej plochy agaru (3.1) s 2 aZ 3 ml roztoku chloridu sodného (4.3).
Pouzite tiito suspenziu na naockovanie 250 ml kultivaéného média (4.1) v Rouxovej banke a inkubujte 18 az
20 hodin pri 30 °C. Zozberajte produkt do 25 ml roztoku chloridu sodného (4.3) a zhomogenizujte. Zriedte
suspenziu v pomere 1: 10 roztokom chloridu sodného (4.3). Priepustnost svetla suspenzie merand pri 650 nm
v 1 cm kyvete oproti roztoku chloridu sodného (4.3) musi byt okolo 75 %. Tito suspenziu mozno skladovat
tyzden pri teplote asi 4 °C.

Kultiva¢né médid a ¢inidld

Kultivacné médium (°)

Misovy bujon 6,0g
Trypténovy bujén 40¢
Kvasinkovy extrakt 30g
Misovy extrakt 15¢
Glukéza 10g
Agar 10,02z 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 6,5 az 6,6 (po sterilizdcii).

Skusobné médium (v)

Trypténovy bujén 50¢g
Kvasinkovy extrakt 40g
Misovy extrakt 30g
Agar 10,02z 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 8,0 (po sterilizdcii)

1 mg spyramicinovej bazy sa rovnd 3 200 medzindrodnym jednotkdm (IU).
Je mozné pouzit aj iné metddy, ak sa potvrdi, ze davaji podobné bakteridlne suspenzie.
Moze sa pouzit akékolvek komeréné kultiva¢né médium s podobnym zloZenim, ktoré prinasa rovnaké vysledky.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

6.1.

6.2.

7.1.

Chlorid sodny, NaCl roztok 0,8 % (w/v)

Rozpustite 8 g chloridu sodného vo vode a zriedte na 1 000 ml; sterilizujte.

Fosfdtbikarbondtovy tlmivy roztok, pH = 8,0

Hydrofosfore¢nan dvojdraselny K,HPO,, 16,7 g
Dihydrofosfore¢nan draselny KH,PO, 05g
Hydrouhli¢itan sodny NaHCO, 20,0 g
Voda do 1000 ml

Zmes metylalkoholu a fosfdtbikarbondtového timivého roztoku (4.4)

50/50 (v[v).

Standardnd ldtka

Spiramycin so zndmou aktivitou (v IU).

Standardné roztoky
Rozpustite presne odvdzené mnozstvo Standardnej ldtky (4.6) v zmesi (4.5) a zriedte tou istou zmesou tak, aby
ste dostali zdkladny roztok obsahujici 1000 IU spiramycinu v jednom mililitri. Roztok skladovany

v uzatvorenej banke pri 4 °C si udrzi stabilitu pat dni.

Z tohto zékladného roztoku postupnym riedenim zmesou (4.5) pripravte nasledujice roztoky:

Sg 1 1U/ml
S, 05 1U/ml
S, 025 IUml
S, 0,125 IUml

Priprava extraktu a skdSobnych roztokov

Extrakcia

Odvazte vzorku s hmotnostou 20,0 g v pripade krmiva a 1,0 az 20,0 g v pripade premixov. Pridajte 100 ml
zmesi (4.5) a trepte 30 mindt. Odstredte alebo dekantujte a rozriedte vycireny roztok zmesou (4.5) tak, aby ste
ziskali o¢akdvany obsah spiramycinu 1 IU/ml (= Uy).

Pre ocakdvané obsahy spiramycinu nizsie nez 2,5 mgfkg krmiva sa musi vykonat extrakcia nasledujicim
sposobom. Odvézte vzorku s hmotnostou 20,0 g. Pridajte 100 ml zmesi (4.5) a trepte 30 mindt. Niekolko
minit odstredujte, odoberte 50 ml vycireného roztoku a odparte na objem asi 4 ml za zniZeného tlaku vo
vakuovej rotacnej odparke pri teplote do 40 ° C. Rozriedte zostatok zmesou (4.5), aby ste ziskali oc¢akdvany
obsah spiramycinu 1 [U/ml (= Uy).

Skiisobné roztoky

Postupnym zriedovanim (1 + 1) pomocou zmesi (4.5) z roztoku Uy pripravte roztoky U, (oakdvany obsah:
0,5 IU/ml), U, (ocakdvany obsah: 0,25 IU/ml) a U; (ocakdvany obsah: 0,125 IU/ml).

Postup skasky

Ockovanie skiisobného média

Naockujte skisobné médium (4.2) bakteridlnou suspenziou (3.2) pri teplote okolo 50 °C. Predbeznym
testovanim na platniach so skdsobnym médiom (4.2) stanovte mnozstvo bakteridlnej suspenzie potrebnej
na ziskanie najvacsich a najjasnejsich inhibi¢nych z6n s roznymi koncentrdciami spiramycinu.
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7.2.

7.3.

0]

Priprava platni

Diftizia v agare sa uskutocni na platniach so Styrmi koncentrdciami $tandardného roztoku (Sg, S, S,, Sy)
a Styrmi koncentrdciami skisobného roztoku (Ug, U,, U,, U,). Tieto Styri koncentracie extraktu a Standardu
sa musia umiestnit na kazdd platiiu. Na to je potrebné vybrat dostato¢ne velké platne, aby bolo mozné urobit
do agaru aspon osem jamiek s priemerom od 10 do 13 mm a aspoii s 30 mm odstupom medzi ich stredmi.
Test sa moze urobit na sklenenych platniach s hlintkovym alebo plastickym prstencom s priemerom 200 mm
a vyskou 20 mm, pripevnenym na nich.

Nalejte na platne médium (4.2) naockované podla 7.1 v takom mnozstve, aby ste ziskali asi 2 mm hrubt vrstvu
(60 ml na platiiu s priemerom 200 mm). Nechajte stuhntt vo vodorovnej polohe, urobte jamky a umiestnite
do nich presne odmerané objemy sktisobného a Standardného roztoku (podla priemeru medzi 0,10 a 0,15 ml
na kazdu jamku). Aplikujte kazdd koncentraciu aspon Styrikrat, tak aby bolo kazdé stanovenie predmetom
hodnotenia 32 inhibi¢nych zén.

Inkubdcia

Inkubujte platne od 16 do 18 hodin pri teplote 30 + 2 °C.

Hodnotenie

Odmerajte priemer inhibi¢nych z6n s presnostou na 0,1 mm. Zaznamenajte priemerné merania kazdej
koncentrdcie na semilogaritmicky graficky papier, tak aby sa ukdzal logaritmus koncentracii vo vztahu
k priemerom inhibi¢nych zén. Vyneste optimalnu rastovi krivku $tandardného roztoku a extraktu ako
v priklade uvedenom nizsie.

Urdite optimélny rastovy bod pre najnizsiu koncentréciu $tandardu (SL) podla vzorca:

7s, +4s,+ s, —2s
a) SL=—2 % 78
10

Stanovte optimdlny rastovy bod pre najvyssiu koncentraciu Standardu (SH) podla vzorca:

+ + s —
7s8 4s4 S, 251

b) SH=
10

Podobne vypocitajte optimélne rastové body pre najnizsiu koncentraciu extraktu (UL) a najvyssiu koncentriciu
extraktu (UH) nahradenim s,, s,, s, a sg za u, u,, U, a ug vo vyssie uvedenom vzorci (1).

Zaznamenajte vypocitané hodnoty SL a SH na ten isty graficky papier a spojte ich, aby ste dostali ,optimdlnu
rastova“ krivku pre Standardny roztok. Podobne zaznamenajte UL a UH a spojte ich, aby ste dostali ,optimdlnu
rastovd“ krivku pre extrakt.

Pri nepritomnosti interferencii maji byt krivky rovnobezné. Z praktickych dovodov sa krivky mozu povazovat
za rovnobezné, ak sa hodnoty (SH — SL) a (UH — UL) neliSia viac ako o 10 % od ich priemernej hodnoty.

Ak nie st krivky rovnobezné, mozeme vynechat bud'u; as;, alebo ug a sg a vypocitat hodnoty SL, SH, UL a UH
s pouzitim alternativneho vzorca, ktory vam dd alternativne krivky ,optimdlneho rastu®:

5s,+2s,—s 55+ 2s,—s
2)) SA = L 2 4 2 47 %8
@) P gy P

5s,+2s,—s 5s,+2s,—s
) sM= 4 62 lvagy 3 64 2

a podobne aj UL a UH. Alternativne krivky ,optimalneho rastu* maju spliiat podobné kritérid rovnobeznosti.
Skuto¢nost, Ze vysledok sa vypocital z troch koncentrécif, sa musi uviest v zdverecnej sprave.

Malé pismend ,s“ a ,u“ oznaCuju priemery inhibi¢nych zén.



Uradny vestnik Eur6pskej tnie

115

Ked sa krivky povazuji za rovnobezné, vypocitajte logaritmus relativnej aktivity (log A) pomocou jedného
z nasledujucich vzorcov v zdvislosti od toho, ¢i sa pre stanovenie rovnobeznosti pouZiju tri, alebo Styri
koncentracie.

Pre $tyri koncentrdcie:

u +u +u+u-s —-s —s,—s.)x 0,602
9 LogA_(l 2 4 8 °1 2 %4 s)

114+ u8+ S4+ sgfulfuzfslfsz

Pre tri koncentrdcie:

(u1+ u, + u4—sl—s2—s4) x 0,401

d) LogA-=
u, + s, —u -s
alebo
u, +u,+u,—-s —-s,—s.)x 0,401
(d/) LOgA:( 2 4 8 2 4 8)

+ s —u —
Ug T Sg— U~ %)

Aktivita vzorky extraktu = aktivita relevantného $tandardu x A

(Us =S5 4)
Ak je relativna aktivita mimo rozpitia 0,5 az 2,0, opakujte skisku a urobte vhodné dpravy koncentracii
extraktu alebo, ak to nie je mozné, standardnych roztokov. Ak nie je mozné dosiahnut, aby mala relativna
aktivita pozadované rozpitie, kazdy dosiahnuty vysledok sa musi povazovat za priblizny a tito skuto¢nost sa

mus{ uviest v zdvere¢nej sprave.

Ak sa krivky povazuji za nerovnobezné, opakujte stanovenie. Ak ani potom nedosiahnete rovnobeznost, musi
sa stanovenie povazovat za neuspokojivé.

Vyjadrite vysledok v miligramoch spiramycinovej bazy na kilogram krmiva.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke tym istym
laborantom/analytikom nesmie presiahnut:

— 2 mg/kg v absoliitnej hodnote pre obsah spiramycinovej bazy do 10 mg/kg,
— 20 % relativnych z najvyssej hodnoty pre obsahy od 10 do 25 mg/kg,
— 5 mgfkg v absolitnej hodnote pre obsahy od 25 do 50 mg/kg,

— 10 % relativnych z najvyssej hodnoty pre obsahy nad 50 mg/kg.



