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N:o L 15/28 EUROOPAN YHTEISOJEN VIRALLINEN LEHTI 18.1.84

KOMISSION DIREKTIIVI,

annettu 20 piivini joulukuuta 1983,

yhteison mairitysmenetelmista rehujen virallista tarkastusta varten annettujen direktiivien
71/393/ETY, 72/199/ETY ja 78/633/ETY muuttamisesta

(84/4/ETY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteison perustamis-
sopimuksen,

ottaa huomioon yhteisén niytteenotto- ja miiritysme-
netelmisti rehujen virallista tarkastusta varten 20 pii-
viani heinikuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin
70/373/ETY (1), sellaisena kuin se on viimeksi muutettu-
na Kreikan liittymisasiakirjalla, ja erityisesti sen 2 artik-
lan,

seki katsoo, ettd

komission direktiiveilla 71/393/ETY (2), 72/199/ETY ()
ja 78/633/ETY (%) sdddetddn raakarasvojen ja -6ljyjen,
virginiamysiinin ja sinkkibasitrasiinin mairitysmenetel-
misti; ndiden menetelmien korvaaminen tieteellisen ja
teknisen tietaimyksen edistymisti vastaavilla menetelmil-
14 ndyteaa tarpeelliselta, ja

tissi direktiivissd sidddetyt toimenpiteet ovat pysyvin
rehukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Korvataan direktiivin 71/393/ETY liitteessi oleva 4 osa
“Raakarasvan ja -6ljyn miidritys” timin direktiivin
littteells 1.

(1Y EYVL N:o L 170, 3.8.1970, 5. 2
(3) EYVL N:o L 279, 20.12.1971,s. 7
(3) EYVL N:o L 123, 29.5.1972, 5. 6
(4) EYVL N:o L 206, 29.7.1978, 5. 43

2 artikla

Korvataan direktiivin 72/199/ETY liitteessd 1l oleva
5 osa ”Virginiamysiinin mdiritys diffuusiolla agar-
alustassa” tamin direktiivin liitteella I1.

3 artikla

Korvataan direktiivin 78/633/ETY liitteessi oleva
1 osa "Sinkkibasitrasiinin miiritys diffuusiolla agar-
alustassa” taman direkrtiivin liitteella II1.

4 artikla

Jdsenvaltioiden on saatettava timain direktiivin noudat-
tamisen edellyttimic lait, asetukset ja hallinnolliset
midriykset voimaan viimeistddn 1 piiviani kesikuuta
1984. Niiden on ilmoitettava tdstdi komissiolle viipy-
mattd.

S artikla

Tami direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 20 piivind joulukuura 1983.

Komission puolesta
Poul DALSAGER

Komission jdsen
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LITE1

”4, RAAKARASVAN JA -OLJYN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld on mahdollista miirittda rehuissa oleva raakarasvan ja -6ljyn mairi. Suhen etvit
kuulu sljykasvien siemenisti ja oljypitoisista hedelmistd annetut mairitykset, jotka on esitetty
22 pdivini syyskuuta 1966 annetussa neuvoston asetuksessa N:o 136/66/ETY.

Rehun laadusta riippuen on kiytetrivd jompaakumpaa alla kuvatuista menetelmista.
A-menetelmai

Menetelmi soveltuu kasviperiisiin rehuihin, lukuun otramatta sellaisia rehuja, joiden tiedetiin
sisdltivian &6ljyja ja rasvoja, joita ei ilman edeltivdd hydrolyysii voida kokonaan uuttaa
petrolieetterilli. Nithin kuuluvat gluteenit, hiivat, soija- ja perunaproteiinit. Menetelmi soveltuu
my®6s rehuseoksiin, paitsi nithin, jotka sisdltavit maitojauhetta tai joiden 6ljyji ja rasvoja ei voida
tdysin uuttaa petrolieetterilld ilman edeltdvid hydrolyysia.

B-menetelma

Menetelmi soveltuu eldinperiisiin rehuthin seki A-menetelmin poikkeuksena mainittuihin
rehuihin.

Periaate

A-menetelmai

Niyte uutetaan petrolieetterilld. Liuos tislataan pois, ja jidnnés kuivataan ja punnitaan.
B-menetelmi

Nayte kisitellidn ketttamalld sitd suolahapon kanssa. Seos jadhdytetdidn ja suodatetaan. Jaannos
pestddn ja kuivataan, ja miiritystd jatketaan A-menetelmin mukaan.

Reagenssit

Petrolieetteri, kiehumisvili: 40~-60 °C. Bromiluvun on oltava alle 1 ja haihdutusjiainnoksen alle
2 mg/100 ml.

Vedetén natriumsulfaatti.

3 N suolahappo.

Suodatuksen apuaine, esim. Kieselgur, Hyflo-supercel.
Vilineisto

Uurttolaitteisto. Jos kiytetdian Soxhlet-laitteistoa, refluksointinopeuden on oltava sellainen, etti
Soxhletviliosan tiyttyminen liuottimella ja tyhjeneminen siitd tapahtuvat noin 10 kertaa tunnissa.
Jos laitteistoon kuuluu suoramallinen viliosa, refluksointinopeuden on oltava noin 10 ml
minuutissa.

Uuctohylsyji, joissa ei ole petrolieetteriin liukenevaa materiaalia ja joiden huokoisuus tiytrii
4.1 kohdassa esitetyt vaatimukset.

Kuivauskaappi,joko vakuumikaappi, joka onasetettu 75 °C+3°C:een, taikaappiilmankiertomah-
dollisuuksineen, joka on asetettu 100 + 3 °C:een.

Menettely
A-menetelmii (katso 8.1 kohta)

Punnitaan $ g niytettd 1 mg:n tarkkuudella uuttohylsyyn (4.2) ja peitetiin rasvattomalla vanulla
tai puuvillalla.

Hylsy asetetaan uuttolaitreeseen (4.1) ja sitd uutetaan kuusi tuntia petrolieetterilld (3.1). Uure
otetaan talteen kuivaan, punnittuun pulloon, joka sisiltdd hohkakivijyvisia(!).

Liuotin tislataan pois. Haihdutusjiinnos kuivataan pitimilla pulloa puolitoista tuntia kuivaus-
kaapissa (4.3). Sen annetaan jddhtyd eksikaattorissa ja se punnitaan. Kuivausta jatketaan edelleen
30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd dljyn ja rasvan paino pysyy vakiona (kahden
perikkiisen punnituksen vilisen painoeron on oltava alle 1 mg).

(1) Kun rasvoille tai 6ljyille tehddin vield tamin jilkeen laatutestejd, hohkakivijyviser korvataan

lasihelmilla.
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B-menetelmi

Punnitaan 2,5 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella (katso 8.2 kohta) 400 ml:n dekantterilasiin tai
300 mlin erlenmeyerpulloon ja lisitian 100 ml 3 N (33) suolahappoa ja hohkakivijyvisii.
Dekantterilasi peitetiin kellolasilla tai erlenmeyerpullo yhdistetain pystyjaahdyttijaian. Seoksen
limpétila nostetaan varovasti kiehumispisteeseen kiyttien pientd liekkid tai lampolevyi ja
seoksen annetaan kiehua hiljalleen tunnin ajan. Niytteen tarttumista astian seinimiin tulee
vileeda.

Astian sisillon annetaan jazhtyi ja lisiatiian suodatuksen apuainetta (3.4) sen verran, ettei rasvaa
ja 6ljya hivid suodatuksessa. Suodatukseen kiytetdin kostutettua, rasvatonta kaksinkertaista
suodatinpaperia. Jddnnos pestiin kylmilld vedelld kunnes saadaan neutraali suodos. Tarkaste-
taan, ettei suodos sisilld 6ljya rai rasvaa. Jos niitd esiintyy, on nidyte uutettava ennen hydrolyysii
petrolieetterilli A-menetelman mukaisesti.

Jaannoksen sisiltivd kaksinkertainen suodatinpaperi asetetaan kellonlasille ja sen annetaan
kuivua puolitoista tuntia limpskaapissa 100 °C + 3 °C:ssa.

Kuivan jaannoksen sisiltivi kaksinkertainen suodatinpaperi pannaan uuttohylsyyn (4.2) ja
peitetdin rasvattomalla vanulla tai puuvillalla. Hylsy pannaan uuttolaitteeseen (4.1) ja suoritusta
jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja kolmannessa alakohdassa esitetylla tavalla.

Tuloksen laskeminen

Jadnnoksen paino ilmoitetaan prosenttina naytteen painosta.

Toistettavuus

Samasta niytteesti tehdyn kahden rinnakkaismaarityksen tulosten vilinen ero ei saa ylittaa:

0,2 %, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, korkeintaan § % olevien raakarasva- ja -oljypitoisuuk-
y ’ y J JYp
sien osalta,

4,0% , suurimpaan arvoon verrattuna, vililla 5-10% olevien pitoisuuksien osalta,
0,4 %, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, yli 10 % olevien pitoisuuksien osalta.
Huomautuksia

Runsaasti rasvaa sisiltivit niytreet, vaikeasti hienonnetrava niytreet tai niytteet, joista on vaikea
saada homogeenista niytettd olisi kisiteltiva seuraavasti:

Punnitaan 20 g niaytettd 1 mg:n tarkkuudella ja siihen sekoitetaan vihintiin 10 g vedeténta
natriumsulfaattia (3.2). Uutetaan petrolicetterilld (3.1) 5.1 kohdassa esitetylld tavalla. Uutoksen
tilavuus siddetddn 500 ml:ksi petrolieetterilld (3.1) ja homogenoidaan. Siirretddn 50 ml liuosta
pieneen, kuivaan ja punnittuun pulloon, joka sisdltii hohkakivijyvisid(l). Liuotin erotetaan
tislaamalla, jdinnos kuivataan ja suoritusta jatketaan 5.1 kohdan viimeisessi alakohdassa
kuvatulla tavalla.

Liuotin erotetaan hylsyssi olevasta uuttojiinnoksestd, jiinnds jauhetaan 1 mm:n hienoiseksi,
pannaan rakaisin hylsyyn (lisiamittd natriumsulfaatria) ja suoritusta jatketaan $.1 kohdan
toisessa ja kolmannessa alakohdassa kuvatulla tavalla.

Rasvan ja oljyn pitoisuus prosentteina niytteestd lasketaan seuraavalla kaavalla:
(10a+b) x5

jossa:

a = ensimmaiisen uuton jilkeen saadun jiinnoksen (osa linuosmiiristd) paino grammoina,

b = toisen uuton jilkeen saadun jaannsksen paino grammoina

Pienii rasva- ja 6ljymairia sisiltivien niytteiden punnitusmiiri voidaan nostaa S graan.”

(1) Kun rasvoille tai 6ljyille tehddin vield timin jilkeen laatutesteji, hohkakivijyviset korvataan

lasihelmilla.
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5. VIRGINIAMYSIININ MAARITYS
— diffuusiolla agar-alustassa —
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld on mahdollista mairittdad virginiamysiini rehuista ja esiseoksista. Mairityksen
alaraja on 2 mg/kg (2 miljoonasosaa)(l).

Periaate

Niyte uutetaan Tween-80:n metanolipitoisella liuoksella. Uute dekantoidaan tai sentrifugoidaan
jalaimennetaan. Senantibioottinen aktiivisuus miiritetidn mirtaamalla virginiamysiinin diffuusio
agar-alustalla, johon on ympatty Micrococcus luteusta. Diffuusio mitataan inhibitiovyohykkeini,
joita mikro-organismi muodostaa. Niiden vyshykkeiden lipimitta on kidytetyissi antibioottikon-
sentraatioissa suoraan verrannollinen antibioottikonsentraation logaritmiin.

Mikro-organismi: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)
Kantaviljelman kasvatus

Micrococcus luteus ympitdian putkiin, jotka sisiltdvit kasvatusalustasta (4.1) valmisterruja
agar-vinopintoja. Inkuboidaan 24 tuntia 30 °C:ssa, sidilytetddn jaikaapissa noin 4 °C:ssa, ja
siirrostetaan uudelleen joka toinen viikko.

Bakteerisuspension valmistus(?)

Askertidin valmisterusta agar-vinopinnasta (3.1) kasvusto huuhdellaan 2-3 ml:lla natriumkloridi-
liuosta (4.3). Suspensio siirrostetaan Roux-pulloon, joka sisiltii 250 ml kasvatusliuosta (4.1) ja
inkuboidaan 18-20 tuntia 30 °C:ssa. Kasvusto otetaan talteen 25 ml:aan natriumkloridiliuosta
(4.3) ja homogenoidaan.

Suspensio laimennetaan suhteessa 1/10 natriumkloridiliuokseen (4.3). Suspension valon transmis-
sion on oltava noin 75% mitattuna 650 nm:ssa 1 cm:n kyvetissi natriumkloridiliuosta (4.3)
vastaan. Suspensiota voidaan siilyttdd yhden viikon ajan noin 4 °C:ssa.

Kasvatusalustat ja reagenssit

Kasvatus- ja maaritysalusta(b)

Lihapeptoni 6,0g
Tryptoni 40¢g
Hiivauute 30g
Lihauute 15¢g
Glukoosi 1,0g
Agar 10,0-20,0 g
Vesi 1000 ml

pH 6,5 (steriloinnin jilkeen)

Fosfaattipuskurilivos, pH 6

Kaliumvetyfosfaatti, K;HPO4 20g
Kaliumdivetyfosfaarti, KH,PO, 80g
Vesi, tiytetidin 1 000 ml:ksi

0,8% (w/v) natriumkloridiliuos: liuotetaan 8 g natriumkloridia veteen ja laimennetaan 1 000
ml:ksi ja steriloidaan.

Metanoli.
Fosfaattipuskuriliuos (4.2)/metanoli (4.4) -seos 80/20 (v/v).

0,5 % (w/v) metanolipitoinen Tween 80 -liuos: liuotetaan 5 g Tween 80:aa metanoliin (4.4) ja
laimennetaan metanolilla 1 000 ml:ksi.

Standardiyhdiste: tunnetun aktiivisuuden omaava virginiamysiini.

(!) 1 mg virginiamysiinii vastaa 1 000 UK-yksikkoa.
(3} Voidaan kayttad muita menetelmii edellycrien, etti niilld on osoitettu saatavan aikaan samanlaisia

bakteerisuspensioita.

(b} Voidaan kaytraa mitd tahansa vastaavan koostumuksen omaavaa kaupallisesti saatavilla olevaa

kasvatusalustaa, jolla saadaan vastaavat tulokset.
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Standardiliuokset

Livotetaan tarkkaan punnittu miari standardiyhdistetti (4.7) metanoliin (4.4) ja timi laimenne-
taan metanolilla (4.4) kantaliuokseksi, joka sisiltia 1 000 ug virginiamysiinii/ml. Liuos siilyy
4 °C:ssa tulpalla suljetussa pullossa korkeintaan viisi paivia.

Kantaliuoksesta valmistetaan perikkiin laimentaen seosta (4.5) kadytriden seuraavat liuokset:
sg 1 ug/ml

4 0,5 ug/ml

2 0,25 ug/ml

1 0,125 pg/ml

» v w

Uutteen ja madrityslivosten valmistus
Uutto
Virginiamysiinid enintdin 100 mg/kg sisiltiavit tuotteet

Punnitaan 50 g niytettd. Lisatdan 200 ml liuosta (4.6), ravistellaan 30 minuutin ajan, annetaan
laskeutua tai sentrifugoidaan. Supernatantista otetaan 20 ml:n eri ja haithdutetaan noin 5§ ml:ksi
pyérohaihduttimessa korkeintaan 40 °C:n limpétilassa. Jddnnos laimennetaan seoksella (4.5)
siten, ettd odotetuksi virginiamysiinipitoisuudeksi saadaan 1 pug/ml (= ug).

Virginiamysiinid yli 100 mg/kg sisdltivit tuotteet
Punnitaan niytemaiiri, joka ei ylitd 10,0 g ja joka sisdltdd virginiamysiinid 1-50 mg. Lisdtdin
100 ml liuosta (4.6), ravistellaan 30 minuutin ajan, annetaan laskeutua tai sentrifugoidaan.

Supernatantti laimennetaan seoksella (4.5) siten, ettd virginiamysiinipitoisuudeksi saadaan
1 pug/ml (= ug).

Madarityslivokset

Us-liuoksesta valmistetaan liuokset uy (oletettu pitoisuus: 0,5 Wg/ml), u, (oletettu pitoisuus:
0,25 ug/ml) ja uy (oletettu pitoisuus: 0,125 pg/ml) seoksella (4.5) perakkiin laimentaen (1 + 1).

Maarittamismenetelma
Siirrostus madritysalustaan

Bakteerisuspensio (3.2) siirrostetaan noin 50 °C:ssa madritysalustaan (4.1). Alustasta (4.1)
valmistetuilla maljoilla tehdiin esikokeet, joilla miaritetddn eri virginiamysiinikonsentraatioilla
suurimmat ja kirkkaimmat inhibitiovydhykkeet antava bakteerisuspensiomiira.

Maljojen valmistus

Diffuusio agarissa suoritetaan maljoilla kidyttien neljidd standardilivoskonsentraatiota (Sg, S4, Sz

ja S1) ja neljaa maiirityslivoskonsentraatiota (Ug, Uy, Uz ja Uy). On vilttdmitodntd, ettd kuhunkin

maljaan lisitiin nimi nelja uute- ja standardikonsentraatiota. Maljojen tulee olla riittivin
suuret, jotta agar-alustaan voidaan tehdi ainakin 8 reikii, jotka ovat lipimitaltaan 10-13 mm
ja joiden keskustat ovat vahintaan 30 mm:n paissi toisistaan. Voidaan kiyttii lasilevyji, joiden
piille asetetaan alumiini- tai muovisylinteri, jonka lipimitta on 200 mm ja korkeus 20 mm.

Maljoille kaadetaan sellainen mairi 7.1 kohdan mukaisesti siirrostettua alustaa (4.1), joka
muodostaa noin 2,0 mm paksun kerroksen (kun malja on vetoisuudeltaan 60 ml ja lapimitaltaan
200 mm). Jadhdytetddn vaakasuoralla alustalla, tehddin reidt ja nithin pipetoidaan tarkalleen
mitatut tilavuudet miiritys- ja standardiliuoksia (lipimitasta riippuen 0,10-0,15 ml/reiki).
Kutakin pitoisuutta kdytetaan ainakin nelji kertaa siten, ettd kussakin maérityksessi suoritetaan
arviointi 32 inhibitiovyshykkeesti.

Inkubointi
Maljoja inkuboidaan 16-18 tuntia 30 £ 2 °C:ssa.
Laskeminen

Inhibitiovydhykkeiden lipimitta mitataan 0,1 mm:n tarkkuudella. Kutakin pitoisuutta vastaavien
mittausten keskiarvoista piirretdin puolilogaritmipaperille kuvaaja, joka esittid konsentraatioi-
den logaritmia inhibitiovyshykkeiden ldpimittojen suhteen. Piirretiin seki standardiliuoksen
ettd uutteen osalta parhainta sovitusta edustavat suorat esimerkiksi seuraavasti:
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Parhainta sovitusta edustava piste pienimmin standardipitoisuuden (SL) osalta maaritetiin
kiyttaen kaavaa:
75y + 4sy + s, — 2sg

a)SL=
10

Parhainta sovitusta edustava piste suurimman standardipitoisuuden (SH) osalta miiritetdian
kiyttien kaavaa:

7sg + 4sq + 53— 25
10

b) SH =

Parhaan sovituksen omaavat pisteet lasketaan samoin uutteen pienimmin pitoisuuden (UL) ja
uutteen korkeimman pitoisuuden (UH) osalta korvaamalla edelld olevissa kaavoissa Sy, S,, Sy ja
Sg Uy:lla, Usyilla, Ugilla ja Ug:lla.

Lasketut SL- ja SH-arvot merkitdin samalle kuvaajapaperille ja ne yhdistetdan parhaimman
sovituksen omaavan suoran muodostamiseksi standardiliuoksen osalta. Samoin merkitiin UL-
ja UH-arvot ja ne yhdistetiin parhaimman sovituksen omaavan suoran muodostamiseksi uutteen
osalra.

Jos hairitseviid tekijoitd el esiinny, pitiisi suorien olla yhdensuuntaiset. Kiyrinnossi suorien
voidaan karsoa olevan yhdensuuntaisia, jos arvot (SH~SL) ja (UH-UL) eiviit poikkea keskiarvos-
taan yli 10%.

Jos suorat civit ole yhdensuuntaiser, joko uj ja s tai ug ja sy voidaan hylati ja SL, SH, UL ja UH
laskea kdytrien vaihtochtoisia kaavoja vathroehtoisten parhaimman sovituksen omaavien suorien
muodostamiseksi:

Ss1+ 259 — s, o 5sy+ 254 — sy
a’) SL = tai
6 6
Ssy+2sy—s Ssg+ 284 — s
by SH= —mrt gy 2
6 6

ja kiyttden samoja kaavoja UL:n ja UH:n tapauksissa. Yhdensuuntaisuuden on oltava samojen
periaatteiden mukainen.

Tulosten laskeminen kolmen pitoisuuden perusteella on mainittava miiritysselosteessa.

Kun suoria pidetaian yhdensuuntaisina, suhteellisen aktiivisuuden logaritmi (log A) lasketaan
jollakin seuraavista kaavoista sen mukaan, mairitetdinks yhdensuuntaisuus kolmella vai neljalla
pitoisuudella:

Neljin pitoisuuden osalta

(ug + 1y + 11y Fug —s1— s — 53 —sg) X 0,602

c)log A=
Ugt+ug+sy+sg—u;p—uy—98-—S5;

Kolmen pitoisuuden osalta

{up + us + ug —sy — sy — s4) X 0,401

d)log A =
g+ 83— Uy — 8
tai
&) Log A = {uy + uy+ ug — sy — s4 — sg) X 0,401

ug + Sg— Uy — S>3

Niyteeestd saadun uutteen akritvisuus = vastaavan standardin aktiivisuus X A.
(Ug = Sg X A)

Jos suhteellisen aktiivisuuden havaitaan olevan alueen 0,5-2,0 ulkopuolella, miiritys suoritetaan
uudelleen siten, ettd uutteen konsentraatiot siidetdiin sopiviksi tai, jos timi ei ole mahdollista,
standardiliuosten konsentraatiot siidetddn sopiviksi. Kun suhreellista aktiivisuutta ei saada
tuotua vaaditulle alueelle, on miki rahansa saatu tulos katsortava likimiiriiseksi ja timi on
mainittava mairitysselosteessa.

Kun suoria ei katsota yhdensuuntaisiksi, mairitys toistetaan. Jos yhdensuuntaisuutta ei vielikiin
saada atkaan, mairitysti ei voi pitdd hyviksyttdvina.

Tulokset ilmoitetaan milligrammoina virginiamysiinid rehukiloa kohden.
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Toistettavuus

Samasta niytteestd saman henkilon suorittaman kahden miirityksen rulosten vilinen ero ei saa
ylittda:

2 mg/kg, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, korkeintaan 10 mg/kg olevien virginiamysiinipitoi-
suuksien osalta;

20%, suurimpaan arvoon verrattuna, vililli 10-25 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta;
S mg/kg, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, vililli 25-50 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta;

10%, suurimpaan atvoon verrattuna, yli 50 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta.”
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LITE III
71, SINKKIBASITRASIININ MAARITYS

— diffuusiolla agar-alustassa —
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld on mahdollista miirittis rehujen ja esiseosten sinkkibasitrasiinipitoisuus. Mairi-
tyksen alaraja on 5 mg/kg (5 miljoonasosaa)(!).

Periaate

Niyte uutetaan metanoli/vesi/kloorivetyhappo-seoksella, jonka pH on 2. Natriumsulfidilisayksen
avulla voidaan saostaa liukoiset kuparisuolat, jotka saattaisivat hiiriti mairitystd. Uutteen pH
saidetiin arvoon 6,5, vikevoidian (tarvitraessa) ja laimennetaan. Sen antibioottinen aktiivisuus
miiritetiin mittaamalla sinkkibasitrasiinin diffuusio agar-alustassa, johon on ympitty Micrococ-
cus luteusta (flavusta). Diffuusio mitataan inhibitiovyshykkeini, jotka mikro-organismi muodos-
taa. Niiden vyshykkeiden lapimitta on kiytetyissd antibioottikonsentraatioissa suoraan verran-
nollinen antibioottikonsentraation logaritmiin.

Mikro-organismi: ”Micrococcus luteus (flavus)” ATCC 10240
Kantaviljelman kasvatus

Micrococcus luteus (flavus) ympitiaan putkiin, jotka sisiltavic kasvatusalustasta (4.1) valmistettu-
ja agarvinopintoja. Inkuboidaan 24 tuntia 30 °C:ssa, siilytetdin jaikaapissa noin 4 °C:ssa ja
siirrostetaan uudestaan joka toinen viikko.

Bakteerisuspension valmistus(?)

Askertiin valmistetusta agar-vinopinnasta (3.1) kasvusto huuhdellaan 2-3 ml:lla natriumkloridi-
livosta (4.3). Suspensio siirrostetaan 250 ml:aan kasvatusliuosta (4.1), joka on steriilissi
Roux-pullossa ja inkuboidaan 18-20 tuntia 30 °C:ssa. Kasvusto otetaan talteen 25 ml:aan
natriumkloridiliuosta (4.3) ja homogenoidaan.

Suspensio laimennetaan suhteessa 1/10 natriumkloridiliuokseen (4.3). Suspension valon transmis-
sion on oltava noin 75% mitattuna 650 nm:ssa 1 cm:n kyvetissi natriumkloridiliuosta (4.3)
vastaan. Suspensiota voidaan siilyttdi yhden viikon ajan noin 4 °C:ssa.

Kasvatusalustat ja reagenssit

Kasvatusalusta(b)

Lihapeptoni 60g
Tryptoni 40¢g
Hiivauute 3,0g
Lihauute 15¢
Glukoosi 1,0g
Agar 10,0-20,0 g
Vesi 1000 ml
pH 6,5-6,6 (steriloinnin jilkeen).
Maaritysalusta(b)

Tryptoni 10,0g
Hiivauute 30g
Lihauute 1,5¢
Glukoosi 10g
Agar 10,0 g-20,0 g
Tween 80 1ml
Vesi 1000 ml

pH 6,5 (steriloinnin jilkeen).

0,8 % (w/v) natriumkloridiliuos: liuotetaan 8 g natriumkloridia veteen, laimennetaan 1 000 ml:ksi
ja steriloidaan.

Metanoli/vesi/kloorivetyhappo (4.6) -seos: 80/17,5/2,5 (v/v/v).

(1 1 mg rehulaatuluokkaa olevaa sinkkibasitrasiinia vastaa 42 kansainvilisti yksikkoa (k.y.).
(3) Voidaan kiyttid muita menetelmii edellyttien, ettd niilld on osoitettu saatavan aikaan samanlaisia

bakteerisuspensioita.

(®) Voidaan kiyttda mitd tahansa vastaavan koostumuksen omaavaa kaupallisesti saatavilla olevaa

kasvatusalustaa, jolla saadaan vastaavat tulokset.
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4.5  Fosfaattipuskuriliuos, pH 6,5
Kaliumvetyfosfaatti, K;HPO, 22,15¢g
Kaliumdivetyfosfaatti, KH,PO4 2785g
Vesi, tiytetdin 1 000 ml:ksi
4.6  Kloorivetyhappo tiheys 1,18-1,19.
47 0,1 M kloorivetyhappo.
4.8 1 M natriumhydroksidiliuos.
4.9  Noin 0,5 M natriumsulfidilivos.
410 0,04% (w/v) bromikresolipunaliuos: liuotetaan 0,1 g bromikresolipunaa 18,5 ml:aan 0,01 M
natriumhydroksidiliuosta. Tilavuus siddetdin 250 ml:ksi vedelld ja homogenoidaan.
4.11  Standardiyhdiste: tunnetun aktiivisuuden (k.y.-yksikkoini) omaava sinkkibasitrasiini.
S. Standardiliuokset
Punnitaan sellainen mairi sinkkibasitrasiinistandardia (4.11), joka vastaa 1 050 k.y.:4 (annetun
aktiivisuuden mukaan). Lisitiin S ml 0,1 M kloorivetyhappoa (4.7) ja annetaan seisti
15 minuuttia. Lisitdan 30 ml vettd, sdidetddn pH arvoon 4,5 fosfaattipuskurilla (4.5) (noin 4 ml),
tilavuus sizdetddn 50 ml:ksi vedellid ja homogenoidaan (1 ml = 21 k.y.).
Tastd liuoksesta valmistetaan perikkiin laimentaen fosfaattipuskuriliuoksella, pH 6,5 (4.5),
seuraavat liuokset:
sg 0,42  k.y/ml
s¢ 0,21  k.y/ml
s; 0,105 k.y/ml
sy 0,0525 k.y/ml
6. Uutteen valmistus
6.1 Uutto
6.1.1 Esiseokset ja kivenniisrehut
Punnitaan 2,0-5,0 g niytetti, lisitaan 29,0 ml seosta (4.4) ja 1,0 ml natriumsulfidiliuosta (4.9) ja
ravistellaan lyhyen aikaa. Tarkistetaan, etti pH-arvo on noin 2. Ravistellaan 10 minuuttia,
lisatdan 30 ml fosfaattipuskurilinosta (4.5), ravistellaan 15 minuuttia ja sentrifugoidaan. Otetaan
sopiva miiri supernatanttia ja siidetiin sen pH arvoon 6,5 1 M natriumhydroksidiliuoksella
(4.8) kdyttien pH-mittaria tai bromikresolipunaindikaattoria (4.10).
Laimennetaan fosfaattipuskuriliuoksella (4.5), jotta oletetuksi sinkkibasitrasiinipitoisuudeksi
saadaan 0,42 k.y./ml (= Up).
6.1.2 Valkuaiskonsentraatit
Punnitaan 10 g niytettd, lisitiin 49,0 ml seosta (4.4) ja 1,0 ml natriumsulfidilivosta (4.9) ja
ravistellaan lyhyen aikaa. Tarkistetaan, etti pH-arvo on noin 2. Ravistellaan 10 minuuttia,
lisdtdan 50 ml fosfaattipuskurilinosta (4.5), ravistellaan 15 minuuttia ja sentrifugoidaan. Otetaan
sopiva miiri supernatanttia ja siidetidin sen pH arvoon 6,5 1 M natriumhydroksidiliuoksella
(4.8) kdyttden pH-mittaria tai bromikresolipunaindikaattoria (4.10).
Hathdutetaan noin puoleen alkuperiisesti tilavuudestaan pyérohaihduttimessa limpétilassa,
joka ei ylita 35 °C. Laimennetaan fosfaattipuskuriliuoksella (4.5), jotta oletetuksi sinkkibasitrasii-
nipitoisuudeksi saadaan 0,42 k.y./ml (= Us).
6.1.3 Muut rehut
Punnitaan 10 g niytertd (20 g, jos oletettu sinkkibasitrasiinipitoisuus on 5 mg/kg). Lisitdin
24,0 ml seosta (4.4) ja 1,0 ml natriumsulfidilivosta (4.9), homogenoidaan 10 minuuttia. Lisitiin
25 ml fosfaattipuskuriliuosta (4.5), ravistellaan 15 minuuttia ja sentrifugoidaan. Otetaan 20 ml
supernatanttia ja siidetiin sen pH arvoon 6,5 1 M natriumhydroksidiliuoksella kiyttden
pH-mittaria tai bromikresolipunaindikaattoriliuosta (4.10). Haihdutetaan noin 4 ml:ksi pyoro-
haihduttajassa limpétilassa, joka ei yliti 35 °C. Laimennetaan fosfaattipuskuriliuoksella (4.5)
siten, etti oletetuksi sinkkibasitrasiinipitoisuudeksi saadaan 0,42 k.y./ml (= Uy).
6.2 Maaritysliuokset

Valmistetaan Ug -liuoksesta liuokset Uy (oletettu pitoisuus: 0,21 k.y./ml), U, (oletettu pitoisuus:
0,105 k.y./ml) ja U, (oletettu pitoisuus: 0,0525 k.y./ml) fosfaattipuskuriliuoksella (4.5) perakkain
laimentaen (1 + 1) fosfaattipuskuriin (4.5).
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7.1

7.2

7.3

Maaritelty menettely
Siirrostus madritysalustaan

Bakrteerisuspensio (3.2) siirrostetaan noin 50 °C:ssa miiritysalustaan (4.2). Alustasta (4.2)
valmistetuilla maljoilla tehdiin esikokeet, joilla maaritetiin eri sinkkibasitrasiinikonsentraatiois-
sa suurimmat ja kirkkaimmat inhibitiovyéhykkeet antava bakteerisuspensiomairi.

Maljojen valmistus

Diffuusio agarissa suoritetaan maljoilla kdyttien neljii standardiliuoskonsentraatiota (Sg, Ss, S,
S1) ja neljiid maiirityslivoskonsentraatiota (Ug, Uy, Uy, Up). On vilttimitonti, ettd kuhunkin
maljaan lisitidn nimi nelja uute- ja standardikonsentraatiota. Maljojen tulee olla riittivin
suuret, jotta agar-alustaan voidaan tehdi ainakin 8 reikai, jotka ovat lipimitaltaan 10-13 mm
ja joiden keskustat ovat vahintdin 30 mm:n pdidssi toisistaan. Voidaan kayttii lasilevyji, joiden
piille asetetaan alumiini- tai muovisylinteri, jonka lipimitta on 200 mm ja korkeus 20 mm.

Maljoille kaadetaan sellainen miirid 7.1 kohdan mukaisesti siirrostettua alustaa (4.2), joka
muodostaa noin 2 mm paksun kerroksen (kun malja on vetoisuudeltaan 60 ml ja lipimitaltaan
200 mm). Jaahdytetdan vaakasuoralla alustalla, alustaan tehdian reiit ja niihin pipetoidaan
tarkalleen mitatut tilavuudet miiritys- ja standardiliuoksia (lipimitasta riippuen 0,10-0,15
ml/reika). Kutakin pitoisuutta kiytetdan ainakin nelji kertaa siten, ettid kussakin mairityksessi
suoritetaan arviointi 32 inhibitiovyshykkeesti.

Inkubointi
Maljoja inkuboidaan 16—18 tuntia 30 £ 2 °C:ssa.
Laskeminen

Inhibitiovydhykkeiden lapimitta mitataan 0,1 mm:n tarkkuudella. Kutakin pitoisuutta vastaavien
mittausten keskiarvoista piirretiin puolilogaritmipaperille kuvaaja, joka esittii konsentraatioi-
den logaritmia inhibitiovyshykkeiden lipimittojen suhteen. Piirretidn seki standardiliucksen
ettd uutteen osalta parhainta sovitusta edustavat suorat esimerkiksi seuraavasti:

Parhainta sovitusta edustava piste pienimmin standardipitoisuuden (SL) osalta miiritetiin
kiyttien kaavaa:

751+ 4s; + 54 — 283
10

a)SL=

Parhainta sovitusta edustava piste suurimman standardipitoisuuden (SH) osalta miaritetdin
kiyttien kaavaa:

7sg+ dsq + 53 — 289

b) SH=
10

Parhaimman sovituksen omaavat pisteet lasketaan samoin uutteen pienimmin pitoisuuden (UL)

ja uutteen suurimman pitoisuuden (UH) osalta korvaamalla ylld olevissa kaavoissa Sy, S;, S4 ja

Sg Up:lla, Ujlla, Ugella ja Ug:lla.

Lasketut SL- ja SH-arvot merkitidn samalle kuvaajapaperille ja ne yhdistetiin parhaimman
sovituksen omaavan suoran muodostamiseksi standardiliuoksen osalta. Samoin merkitiin UL-
ja UH-arvot ja ne yhdistetdin parhaimman sovituksen omaavan suoran muodostamiseksi uutteen
osalta.

Jos hiiritsevid tekijditd ei esiinny, suorien pitdisi olla yhdensuuntaiset. Kiytinnoéssa suoria
voidaan pitdi yhdensuuntaisina, jos arvot (SH-SL) ja (UH-UL) eivit poikkea keskiarvostaan yli
10%.

Jos suorat eivit ole yhdensuuntaiset, joko Uj ja S; tai Ug ja Sg voidaan hylita ja SL, SH, UL ja
UH laskea kiayttien vaihtoehtoisia kaavoja vaihtoehtoisten parhaimman sovituksen omaavien
suorien muodostamiseksi:

551+252—'S4 . 552+254—Sg
a’)SL= tai
6 6
Ssq+2s,—s Ssg+ 2s4—s
b') SH = 4 62 L i 8 64 2

ja kidytrien samoja kaavoja UL:n ja UH:n tapauksissa. Yhdensuuntaisuuden on oltava samojen
periaatteiden mukainen. Tulosten laskeminen kolmen pitoisuuden perusteella on mainittava
mairitysselosteessa.
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Kun suoria pidetiin yhdensuuntaisina, suhteellisen aktiivisuuden logaritmi (log A) lasketaan
jollakin seuraavista kaavoista sen mukaan, miiritetiinks yhdensuuntaisuus kolmella vai neljilla
pitoisuudella:

Neljin pitoisuuden osalta

(uy + uy + ug +ug —s;— Sy — S4 -'Sg) X 0,602

c)log A=
Ug+ug+ss+sg—uj—u;—s;—5;

Kolmen pitoisuuden osalta

(U] +uy + ug —sq — s3 — s4) X 0,401

d) log A =
uy+s4—u;— S
tal
(uy + ug + ug — sy — s4 — sg) X 0,401
&) log A = 2t Ug+Ug— 8y — 54— Sg

ug+sg—u;—s;

Niytteestd saadun uutteen aktiivisuus = vastaavan standardin aktiivisuus X A

(Ug=Sgx A)

Jos suhteellisen aktiivisuuden havaitaan olevan alueen 0,5-2,0 ulkopuolella, miaritys suoritetaan’

uudelleen siten, ettd uutteen konsentraatiot siiddetddn sopiviksi tai, jos timi ei ole mahdollista,
standardiliuosten konsentraatiot siidetiin sopiviksi. Kun suhteellista aktiivisuutta ei saada
tuotua vaaditulle alueelle, on miki tahansa saatu tulos katsottava likimiiriiseksi ja timi on
mainittava miiritysselosteessa.

Kun suoria ei pidetid yhdensuuntaisina, miiritys toistetaan. Jos yhdensuuntaisuutta ei vielikiin
saada aikaan, miiritysti el vol pitdd hyviksyttivini.

Tulokset ilmoitetaan milligrammoina sinkkibasitrasiinia rehukiloa kohden.
Toistettavuus
Samasta niytteesti suoritetun kahden rinnakkaismiirityksen tulosten vilinen ero ei saa ylictda:

2mg/kg,absoluuttisena arvona ilmoitettuna, korkeintaan 10 mg/kg olevien sinkkibasitrasiinipitoi-
suuksien osalta;

20%, suurimpaan arvoon verrattuna, vililla 10-25 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta;
5 mg/kg, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, vililla 25-50 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta;

10%, suurimpaan arvoon verrattuna, yli 50 mg/kg olevien pitoisuuksien osalta.”



