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DESETA DIREKTIVA KOMISIJE
z dne 25. julija 1984
o dolo¢itvi analitskih metod Skupnosti za uradni nadzor krme

(84/425[EGS)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske gospodarske
skupnosti,

ob upostevanju Direktive Sveta 70/373/EGS z dne 20. julija 1970
o uvedbi metod vzorcenja in analiz Skupnosti za uradni nadzor
krme (*), kakor je bila nazadnje spremenjena z Aktom o pristopu
Grdije, ter zlasti ¢lena 2 Direktive,

ker navedena direktiva zahteva, da se uradni nadzor krme izvaja
z uporabo metod vzoréenja in analiz Skupnosti zaradi preverjanja
skladnosti z zahtevami, dolo¢enimi z zakoni in drugimi predpisi
v zvezi s kakovostjo in sestavo krme;

ker so direktive Komisije 71/250/EGS (3), 73/46[EGS (%),
74]203[EGS (¥, 75/84/EGS (), 76/372/EGS (5), kakor so bile
nazadnje spremenjene z Direktivo 81/680/EGS (7), direktive
71/393[EGS (5), 72/199/EGS (), 78/633/EGS (19), kakor so bile
nazadnje spremenjene z Direktivo 84[4/EGS (1), in Direktiva
81/715/EGS ('?) ze dolocile 3tevilne analitske metode Skupnosti;
ker je zaradi napredka dela od takrat priporocljivo sprejeti novo
metodo;

=

ULL 170, 3.8.1970, str. 2.
UL L 155,12.7.1971, str. 13.
UL L 83, 30.3.1973, str. 21.
ULL 108, 22.4.1974, str. 7.
ULL 32, 5.2.1975, str. 26.
ULL 102, 15.4.1976, str. 8.
UL L 246, 29.8.1981, str. 32.
ULL 279, 20.12.1971, str. 7.
UL L 123, 29.5.1972, str. 6.
UL L 206, 29.7.1978, str. 43.
1) ULL 15, 18.1.1984, str. 28.
12) ULL 257,10.9.1981, str. 38.
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ker so ukrepi, predvideni s to direktivo, v skladu z mnenjem Stal-
nega odbora za krmo,

SPREJELA NASLEDNJO DIREKTIVO:

Clen 1

Drzave ¢lanice zahtevajo, da se analize vsebnosti spiramicina za
uradni nadzor krme izvajajo skladno z metodo, opisano v Prilogi.

Clen 2

Drzave ¢lanice sprejmejo zakone in druge predpise, potrebne za
uskladitev s to direktivo, najpozneje do 30. junija 1985 in o tem
nemudoma obvestijo Komisijo.

Clen 3

Ta direktiva je naslovljena na drzave ¢lanice.

V Bruslju, 25. julija 1984

Za Komisijo
Poul DALSAGER

Clan Komisije
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PRILOGA

DOLOCANJE SPIRAMICINA Z DIFUZIJO NA AGARSKEM GOJISCU

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje vsebnosti spiramicina v krmi in premiksih. Meja dolocanja je 1 mg/kg (1

ppm) (V).

Princip

Vzorec ekstrahiramo z me$anico metanol/fosfatbikarbonatnega pufra pri pH 8. Ekstrakt dekantiramo ali
centrifugiramo in razred¢imo. Njegovo antibioti¢no aktivnost dolo¢imo z merjenjem difuzije spiramicina na
agarskem gojiS¢u, nacepljenem z Micrococcus luteus. Znak difuzije je oblikovanje inhibicijskih con
mikroorganizma. Premer teh con je premosorazmeren logaritmu koncentracije antibiotika v obmodju
uporabljenih koncentracij antibiotika.

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

VzdrZevanje osnovne kulture

V epruvete s poSevnim nanosom gojis¢a (4.1) nacepimo Micrococcus luteus in inkubiramo 24 ur pri 30 °C. Kulturo
hranimo v hladilniku pri priblizno 4 °C. Vsakih $tirinajst dni precepimo.

Priprava suspenzij bakterije (%)

Prirastek pred kratkim pripravljenega agarskega poSevnega nanosa (3.1) posnamemo z 2 do 3 ml raztopine
natrijevega klorida (4.3). To suspenzijo uporabimo za nacepljenje 250 ml gojisca (4.1), vsebovanega v Rouxovi
bucki, in inkubiramo 18 do 20 ur pri temperaturi 30 °C. Prirastek posnamemo s 25 ml raztopine natrijevega
klorida (4.3) in premesamo. Z raztopino natrijevega klorida (4.3) razred¢imo suspenzijo na 1/10. Prepustnost
svetlobe suspenzije mora biti 75-odstotna, izmerjena pri 650 nm v 1-cm kiveti proti raztopini natrijevega
klorida (4.3). Suspenzijo lahko hranimo en teden pri temperaturi priblizno 4 °C.

sevy

Gojisce (°)

Mesni pepton 6,0g
Tripton 40¢g
Kvasni ekstrakt 30¢g
Mesni ekstrakt 15¢
Glukoza 10¢g
Agar 0d 10,0 do 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 6,5 do 6,6 (po sterilizaciji).

Preskusno gojisce (°)

Tripton 50¢g
Kvasni ekstrakt 40¢g
Mesni ekstrakt 30¢g
Agar 0d 10,0 do 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 8,0 (po sterilizaciji).

1 mg baze spiramicina je enakovreden 3 200 mednarodnim enotam (IU).
Uporabimo lahko tudi druge metode, e je ugotovljeno, da dajejo podobne bakterijske suspenzije.
Uporabimo lahko vsakrsno komercialno gojis¢e podobne sestave, ki daje enake rezultate.
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7.1

0,8-odstotna (m/v) raztopina natrijevega klorida

V vodi raztopimo 8 g natrijevega klorida in ga razred¢imo z vodo do 1 000 ml; nato steriliziramo.

Fosfatnobikarbonatni pufer, pH 8,0

Dikalijev hidrogenfosfat K,HPO, 16,7 g
Kalijev dihidrogenfosfat KH,PO, 05¢g
Natrijev hidrogenkarbonat NaHCO, 20,0¢g
Voda do 1000 ml

Mesanica metanola in fosfatbikarbonatnega pufra (4.4)

50/50 (v/v).

Standardna substanca

Spiramic znane aktivnosti (v IU).

Standardne raztopine
Tocno natehtano koli¢ino standardne substance (4.6) raztopimo v mesanici (4.5) in razred¢imo z isto mesanico,
da dobimo osnovno raztopino, ki vsebuje 1 000 IU spiramicina na mililiter. Raztopina je stabilna do pet dni,

Ce jo hranimo v zaprti bucki pri 4 °C.

Iz te osnovne raztopine z zaporednimi razredéenji z meSanico (4.5) pripravimo naslednje raztopine:

Sg 1 IU/ml
S, 05 1U/ml
S, 025  IUml
S /

. 0125 IUml

Priprava ekstrakta in preskusnih raztopin

Ekstrakcija

Pri krmi natehtamo 20,0 g vzorca, pri premiksih pa 1,0 do 20,0 g. Dodamo 100 ml mesanice (4.5) in stresamo
30 minut. Centrifugiramo ali dekantiramo in bistro raztopino nad usedlino razred¢imo z mesanico (4.5), da
dobimo pricakovano vsebnost spiramicina 1 IU/ml (= Uy).

Za pricakovane vsebnosti spiramicina, niZje od 2,5 mg/l krme, mora biti ekstrakcija izvedena na naslednji nacin.
Natehtamo 20 g vzorca, dodamo 100 ml meSanice (4.5) in 30 minut stresamo. Nato nekaj minut centrifugiramo
in 50 ml raztopine nad usedlino pri zniZzanem tlaku uparimo do priblizno 4 ml v rotacijskem uparjalniku pri
temperaturi, ki ne presega 40 °C. Ostanek razred¢imo z meSanico (4.5), da dobimo pri¢akovano vsebnost
spiramicina 1 [U/ml (= Uy).

Preskusne raztopine

Iz raztopine Uy z zaporednim redcenjem (1 + 1) z meSanico (4.5) pripravimo raztopine U, (pricakovana
vsebnost: 0,5 IU[ml), U, (pricakovana vsebnost: 0,25 [U/ml) in U, (pricakovana vsebnost: 0,125 IU[ml).

Preskusni postopek

Nacepljenje preskusnega gojisca

Preskusno gojisce (4.2) nacepimo s suspenzijo bakterij (3.2) pri priblizno 50 °C. S predhodnimi poskusi na
plos¢ah s preskusnim gojis¢em (4.2) dolo¢imo kolicino bakterijske suspenzije, ki daje najve¢je in najjasnejse
inhibicijske cone z razli¢nimi koncentracijami spiramicina.



114

Uradni list Evropske unije

03/Zv. 6

7.2
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Priprava plos¢

Difuzijo skozi agar izvajamo na ploi¢ah s Stirimi koncentracijami standardne raztopine (Sg S, S5, S;) in s Stirimi
koncentracijami preskusne raztopine (Ug, U,, U,, U;). Na vsako plos¢o moramo nanesti vse stiri koncentracije
ekstrakta in standarda. V ta namen izberemo plosce, ki so dovolj velike za najmanj osem vdolbin s premerom
od 10 do 13 mm, z najmanj 30 mm razdalje med sredi3ci, ki jih izdolbemo v agarskem gojiscu. Preskus lahko
izvajamo na steklenih plo3cah, na katerih je obro¢ iz obdelanega aluminija ali plastike, premera 200 mm in
viSine 20 mm.

Na plosce nanesemo doloceno koli¢ino gojica (4.2), nacepljenega skladno s tocko 7.1, da dobimo priblizno
2 mm debelo plast (60 ml za plos¢o s premerom 200 mm). Po¢akamo, da se povrsina utrdi. Nato izdolbemo
vdolbine ter vlijemo vanje to¢no odmerjene volumne preskusnih in standardnih raztopin (med 0,10 in 0,15 ml
na vdolbino, odvisno od premera). Vsako koncentracijo nanesemo najmanj Stirikrat, tako da pri vsakem
preskusu ovrednotimo 32 inhibicijskih con.

Inkubacija

Plosce inkubiramo 16 do 18 ur pri temperaturi 30 * 2 °C.

Vrednotenje

Premer inhibicijskih con izmerimo s to¢nostjo 0,1 mm. Srednje vrednosti za vsako koncentracijo vnesemo v
semilogaritemski diagram, ki prikazuje logaritem koncentracij v odvisnosti od premera inhibicijskih con. Na
diagramu izriSemo premice z najboljsim potekom, in sicer za standardno raztopino, pa tudi za ekstrakt, kakor
je navedeno spodaj.

Z naslednjo enacbo dolo¢imo ,najboljso” tocko za najnizjo vrednost standardne raztopine (SL):

7s, +4s +s,—2s
(@) SL -1 2 4 "8
10

Yk

Z naslednjo enacbo dolo¢imo ,najboljso” tocko za najvijo vrednost standardne raztopine (SH):

+4s +5 —
7s8 4s4 s, 251

(b) SH =
10

Podobno izrac¢unamo ,najboljse* tocke za najnizjo (UL) in najvisjo vrednost ekstrakta (UH), tako da v zgornjih

enacbah s, s,, s, in sy nadomestimo z uy, u,, uy, in ug (1).

Izra¢unani vrednosti SL in SH vnesemo v isti diagram in ju povezemo, da dobimo premico z najboljsim potekom
za standardno raztopino. Podobno vnesemo vrednosti UL in UH ter ju povezemo, da dobimo premico z
,najboljsim“ potekom za ekstrakt.

Ce ni interferenc, bi morali biti premici vzporedni. Iz prakti¢nih razlogov lahko premici obravnavamo kot
vzporedni, ¢e se vrednosti (SH — SL) in (UH — UL) ne razlikujejo za ve¢ kakor 10 % od svojih srednjih vrednosti.

Ce premici nista vzporedni, lahko izlo¢imo bodisi u, in s ali ug in sg, z vrednostmi SL, SH, UL in UH pa z
alternativnimi enacbami izracunamo alternativni premici z ,najboljsim* potekom:

@) sL 58,+ 2s,—s, i 58, 2s,—s,
6 6

o) SH - 5s4+ 252—31 i 553+ 254—52
6 6

in podobno za UL in UH. Tudi v tem primeru veljajo iste zahteve za vzporednost. Ce rezultat izracunamo iz
treh vrednosti, moramo to navesti v kon¢nem porocilu.

Mali ¢rki ,s“ in ,u“ se nanaSata na premera inhibicijskih con.



03/Zv. 6

Uradni list Evropske unije

115

Kadar premici obravnavamo kot vzporedni, izracunamo logaritem relativne aktivnosti (log A), in sicer z eno od
naslednjih enacb, odvisno od tega, ali smo za oceno vzporednosti uporabili tri ali $tiri vrednosti.

Za Stiri vrednosti

(u1+ u,tu,tu s, —s2—s4—s8)><0,602

() LogA =

u4+ U8+ S4+ 587u17u2781752

Za tri vrednosti

(u1+ u,tu, s, —sz—s4)X0,4Ol

(d LogA =
uts,—u -s,
ali
@) Logh - (uy* u tug—s,—s,—s.)x0,401

Ugt Sg=1, =8,
Aktivnost ekstrakta vzorca = aktivnost ustreznega standarda x A
(Ug = Sgx A)

Ce je relativna aktivnost zunaj obmog¢ja od 0,5 do 2,0, ponovimo preskus tako, da ustrezno prilagodimo
koncentracije ekstrakta, ¢e je to mogoce, sicer prilagodimo standardne raztopine. Ce relativne aktivnosti ni
mogoce privesti v zahtevano obmodje, obravnavamo vse rezultate kot priblizke in moramo to navesti v
kon¢nem porocilu.

Ce menimo, da premici nista vzporedni, postopek dolo¢anja ponovimo. Ce vzporednost Se vedno ni dosezena,
moramo dolo¢itev obravnavati kot nezadovoljivo.

Rezultat izrazimo v miligramih spiramicinske baze na kilogram krme.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolo¢itev, ki jih na istem vzorcu izvaja isti analitik, ne sme presegati:
— 2 mg/kg v absolutni vrednosti, za vsebnosti spiramicinske baze do 10 mg/kg,

— 20 % glede na vijo vrednost, za vsebnosti od 10 do 25 mg/kg,

— 5 mg/kg v absolutni vrednosti, za vsebnosti od 25 do 50 mg/kg,

— 10 % glede na vigjo vrednost, za vsebnosti nad 50 mg/kg.



