76 1l-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea 03/Vol. 5
31981L0715
10.9.1981 IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE] L 257/38

ID-DISA’ DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI
tal-31 ta’ Lulju 1981
Ii tistaBbilixxi metodi Komunitarji ta’ analizi ghall-kontroll uffi¢jali ta’ affarijiet ta’ l-ikel ghall-annimali

(81/715/KEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi I-Komunita Ekonomika
Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 70/373/KEE ta’ -20 ta’
Lulju 1970 dwar l-introduzzjoni ta’ metodi Komunitarji biex jit-
tiehdu l-kampjuni u ghall-analizi tal-kontroll uffi¢jali ta” affarijiet
ta’ l-ikel ghall-annimali ('), kif l-ahhar emendata mill-Att ta’
l-Adezjoni tal-Grecja, u b'mod partikolari I-Artikolu 2 taghha,

Billi dik id-Direttiva tehtieg li I-kontroll ufigjali ta’ l-affarijiet ta’
l-ikel ghall-annimali bl-iskop tal-kontroll ta’ konformita mal-
htigiet taht id-dispozizzjonijiet stabbiliti bil-ligi, b'regolament jew
b’azzjoni amministrattiva li jikkoncernaw il-kwalita u
l-kompozizzjoni ta’ affarijiet ta’ l-ikel ghall-annimali jitwettaq
bl-uzu ta’ metodi Komunitarji biex jittiehdu l-kampjuni u ta’
analizi;

Billi d-Direttivi tal-Kummissjoni 71/250/KEE (2), 71/393/KEE (¥),
72/199/KEE (%), 73/46/KEE (5), 74/203/KEE (5), 75/84/KEE (7),
76/372[KEE () u 78/633/KEE (%), kif l-ahhar emendati bid-
Direttiva tat-30 ta’ Lulju 1981, diga stabbilixxew numru ta’ metodi
Komunitarji ta’ analizi; billi I-progress tax-xoghol minn dak
iz-zmien jaghmlu ideali li jigi adottat id-disa’ grupp ta’ metodi;

Billi I-mizuri previsti fdin id-Direttiva huma skond I-opinjoni tal-
Kumitat Permanenti ghall-Affarijiet ta’ l-lkel ghall-Annimali,

GU L 170, tat-3.8.1970, p. 2.
GUL 155, tat-12.7.1971, p. 13.
GUL 279, ta’1-20.12.1971, p. 7.
GU L 123, tad-29.5.1972, p. 6.
GU L 83, tat-30.3.1973, p. 21.
GU L 108, tat-22.4.1974, p. 7.
GU L 32, tal-5.2.1975, p. 26.
GU L 102, tal-15.4.1976, p. 8.
GU L 206, tad-29.7.1978, p. 43.
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ADDOTTAT DIN ID-DIRETTIVA:

L-Artikolu 1

L-Istati Membri ghandhom jehtiegu li l-analizi ghall-kontrolli
uffigjali ta’ affarijiet ta’ Il-ikel ghall-annimali, fir-rigward
tal-kontenut taghhom ta’ avopar¢ina u sodju tal-monensin,
jitwettqu skond il-metodi deskritti fl-Anness.

L-Artikolu 2
L-Istati Membri ghandhom igibu fis-sehh il-ligijiet, ir-regolamenti
u  d-dispozizzjonijiet =~ amministrattivi  necessarji  biex
jikkonformaw ma’ din id-Direttiva fl-1 ta’ Dicembru 1981 u
ghandhom minnufih jinfurmaw lill-Kummissjoni bihom.

L-Artikolu 3

Din id-Direttiva hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fil-31 ta’ Lulju 1981.

Ghall-Kummissjoni
Gaston THORN
Il-President
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L-ANNESS

ID-DETERMINAZZJONI TA’ L-AVOPARCINA PERMEZZ TA’ TIXRID FMEDIUM TA’ L-AGAR

L-ISKOP U L-QASAM TA’ APPLIKAZZJONI

[I-metodu huwa ghad-determinazzjoni ta’ l-avoparcina fl-affarijiet ta’ I-ikel ghall-annimali u f' tahlitiet minn
qgabel. Il-limitu l-iktar baxx tad-determinazzjoni huwa 2mg/kg (2 ppm). ll-prezenza ta’ antibijotici polieteri
tista tinterferixxi fid-determinazzjoni.

IL-PRINCIPJU

Il-kampjun hu estratt b'tahlita ta’ l-acetun/ta’ I-ilma/ta’ l-acidu idrokloriku. L-attivita antibijotika ta’ I-estratt hi
determinata billi jitkejjel it-tixrid ta’ l-avoparc¢ina fmedium ta’ 1-agar bil-Bacilus subtilis. It-tixrid jintwera
permezz tal-formazzjoni ta’ zoni ta’ inibizzjoni tal-mikro-organizmu. Id-djametru ta’ dawn iz-Zoni jitqies
bhala fi proporzjon dirett ghall-logaritmu tal-koncentrazzjoni antibijotika tul il-firxa ta’ koncentrazzjonijiet
antibijoti¢i impjegati.

IL-MIKRO-ORGANIZMU: IL-BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Biex tinzamm il-kultura prinéipali

Laqgam tubi li jikkontjenu inklinazzjonijiet ta’ medium tal-kultura (4.1) bil-Bacillus subtilis u inkubahom tul
il-lejl £30 °C. Ahzen il-kultura fi frigg fmadwar 4 °C. Erga lagqam kull xahar.

Il-preparazzjoni tas-sospensjoni ta’ l-ispori (!)

Igbor il-patina minn inklinazzjoni ta’ I-agar ippreparata ricentement (3.1) permezz ta’ 2 ml sa 3 ml ta’ ilma
sterili. Uza din is-sospensjoni biex tlaqgqam 300ml tal-medium tal-kultura (4.1) kontenut fi fjasketta Roux u
inkuba ghal bejn tlett ijiem sa hamsa £30 °C. Igbor l-ispori fi 15 ml ta’ etanol (4.2) wara kontroll ta’
l-isporulazzjoni taht mikroskopju, u hallat sew. Din is-sospensjoni tista’ tinzamm ghal mill-inqas hames xhur
fmadwar 4 °C.

IL-MEDJA TAL-KULTURA U R-RIAGENTI

Il-medium tal-kultura (2)

Peptun 6:0g
Truptun 40g
Estratt tal-hmira 30¢g
Estratt tal-laham 15g
Glukosju 10¢g
Agar 150¢g
IIma 1000 ml

pH 65 (wara l-isterilizzazzjoni)

Etanol 20 % (v/v): zid 200 ml ta’ I-etanol ma’ 800 ml ilma.

Acidu idrokloriku, d: 1-18 sa 1-19.

Jistghu jintuzaw metodi ohrajn sakemm ikun gie stabbilit li jaghtu sospensjonijiet simili ta’ l-ispori.
Kull medium kummerdjali tal-kultura ta” kompozizzjoni simili u li jaghti l-istess rizultati jista’ jintuza..
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L-idrossidu tas-sodju, soluzzjoni 2 M.

Newtralizzant tal-fosfat, 0 -1 M:
[I-fosfat tad-didrogenu tal-potassju, KH,PO,:13 -6 g.
Ilma sa 1 000 ml.

Aggusta 1-pH sa 4-5.
Tahlita ta’ acetun/ilma/acidu idrokloriku (4.3): 65/32 -5/2:5 (v[v]v).

Sustanza standard: sulfat ta’ l-avoparcina ta’ attivita maghrufa.

SOLUZZJONIJIET STANDARD

Holl kwantita pezata b'mod ezatt ta’ bejn wiehed u iehor 10 mg tas-sustanza standard(4.7) fnewtralizzant
tal-fosfat (4.5) u zid ma’ dan in-newtralizzant biex taghti soluzzjoni prin cipali li tikkontjeni 100 pg avoparcina
ghal kull millilitru. Mahzuna fi fjasketta maghluqa f 4 °C, din is-soluzzjoni hi stabbli ghal sa sebat ijiem.

Ghal tahlitiet minn qabel

Minn din is-soluzzjoni principali ipprepara b’dilwizzjoni successiva b'newtralizzant (4.5) is-soluzzjonijiet li
gejjin:

Ghal affarijiet ta’ l-ikel ghall-annimali

Mis-soluzzjoni principali ipprepara b'dilwizzjoni successiva bin-newtralizzant (4.5) is-soluzzjonijiet li gejjin:

Ss 2:0 pg/ml
S4 1-0 pg/ml
S, 0-5 pg/ml

S, 0-25 pg/ml

IL-PREPARAZZJONI TA’ L-ESTRATT U TAS-SOLUZZJONIJIET TA’” ANALIZI

Tahlitiet minn qabel

Ippeza, sa l-eqreb 10 mg, kampjun bizzejjed biex jikkontjeni 10 sa 100 mg avoparcina. Ittrasferixxi ghal
fjasketta ggradwata ta’ 100 ml b’60 ml tat-tahlita (4.6) u hawwad ghal 15-il minuta fuq shaker mekkaniku.
Ikkontrolla I-pH u aggusta sa pH 2, jekk necessarju, bl-a¢idu idrokloriku (4.3). Zid sal-volum bit-tahlita (4.6)
u hallat sew. Iffiltra porzjon minn karta filtranti addattata (ez, Whatman Nru 1), billi tarmi l-ewwel 5 ml
tal-filtrat. Hu alikwot u aggusta 1-pH sa 4.5 b’soluzzjoni ta’ l-idrossidu tas-sodju (4.4). Iddiluwixxi din
is-soluzzjoni b'newtralizzant (4.5) biex tottjeni koncentrazzjoni mistennija ta’ l-avoparcina ta’ 4 pg/ml (= Uy).

Minn din is-soluzzjoni ipprepara soluzzjonijiet U, (kontenut mistenni: 2 pg/ml), U, (kontenut mistenni: 1
pg/ml) u U; (kontenut mistenni: 0 75 pg/ml) permezz ta’ dilwizzjoni successiva (1 + 1) b'newtralizzant (4.5).

Affarijiet ghall-ikel ghall-annimali

Ippeza kwantita ta’ kampjun ta’ 50 g u hallat 100 ml tat-tahlita (4.6) ghal 30 minuta fuq shaker mekkaniku.
Iccara l-estratt b'¢entrifugazzjoni (bl-uzu ta’ tubi maghluqa centrifugi), hu alikwot ta’ l-estratt iccarat (ara
t-tabella hawn taht) u aggusta I-pH ghal 4.5 b’soluzzjoni ta’ l-idrossidu tas-sodju (4.4). Iddilwixxi dan l-alikwot
b’newtralizzant (4.5) biex tipprvodi U8 (ara t-tabella hawn taht).
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Minn din is-soluzzjoni ipprepara soluzzjonijiet U, (il-kontenut mistenni: 1 ug/ml), U, (il-kontenut mistenni:
0.5 pg/ml) u U; (I-kontenut mistenni: 0.25 pg/ml) permezz ta’ dilwizzjoni successiva (1 + 1) b'newtralizzant
(4.5).

I-livell presunt ta’ avoparcina (mg/kg) 5 7.5 10 15 20 40

Il-piz ta’ kampjun (g(+/- 0-1g)) 50 50 50 50 50 50

[l-volum tat-tahlita (4.6 (ml) 100 100 100 100 100 | 100

[l-volum ta’ l-estratt ikkjarifikat (ml) 20 15 20 15 20 10

[l-volum finali (ml): Uy 25 25 50 50 100 100

Il-koncentrazzjoni mistennija U8 (ug/ml) 2 | bejn wiehed 2 | bejn wiehed 2 2
u iehor 2 u iehor 2

PROCEDURA TA’ ANALIZI

L-inokulazzjoni tal-medium ta’ analizi

Laqqam il-medium ta’ analizi (4.1) bis-sospensjoni ta’ l-ispora (3.2) £50 sa 60 °C. Permezz ta’ provi preliminari
fuq pjanci b’medium ta’ analizi (4.1) iddetermina I-kwantita tas-sospensjoni ta’ I-ispora mehtiega biex taghti
l-akbar u l-iktar zoni ¢ari ta’ inibizzjoni bil-varji kon¢entrazzjonijiet ta’ avoparcina.

Il-preparazzjoni tal-pjanci

It-tixrid permezz ta’ l-agar hu mwettaq fi pjanci bl-erba’ koncentrazzjonijiet tas-soluzzjoni (Sg, S4, S5, S;) u
bl-erba koncentrazzjonijiet tas-soluzzjoni ta’ l-analizi (Ug, U,, U,, U;). Dawn l-erba’ koncentrazzjonijiet ta’
l-estratt u standard ghandhom necessarjament jitgieghdu fkull pjanca. B'dan l-iskop, ghazel pjanci kbar
bizzejjed biex jippermettu mill-inqas tmien togbiet b’dijametru ta’ 10 sa 13-il mm u mhux inqas minn 30 mm
bejn ¢entri li ghandhom isiru fil-medium ta’ l-agar. It-test jista jitwettaq fuq pjanci li jikkonsistu ffolja tal-hgieg
b¢irku ta” superfici ta’ l-aluminju jew tal-plastik imgieghed fuq 200 mm fdijametru u 20 mm gholi.

Ferra’ fil-pjanci kwantita tal-medium (4.), imlagqam bhal £'7.1, biex taghti saff ohxon madwar 2 mm (60ml ghal
pjanca ta’ 200 mm djametru). Hallih joqghod fpozizzjoni livell, taqqab it-toqob u geghidhom f'volumi mkejla
ezatti ta’ analizi u soluzzjonijiet standard (bejn 0.10 u 0.15 ml ghal kull togba, skond id-dijametru). Applika
kull koncentrazzjoni mill-inqas erba darbiet sabiex kull determinazzjoni hi soggetta ghal evalwazzjoni ta’
32 7ona ta’ inibizzjoni.

L-inkubazzjoni

Inkuba l-pjanci ghal 16 sa 18-il siegha fi 30 °C.

IL-VALUTAZZJONI

Kejjel id-djametru taz-zoni ta’ inibizzjoni sa l-eqreb 0 71 mm. Irregistra I-kejl medju ghal kull kon¢entrazzjoni
fuq karta grafika semi-logaritmika li turi l-logaritmu tal-koncentrazzjonijiet meta mqabbla mad-djametri
taz-zoni ta’ inibizzjoni. Immarka l-linji ta’ “I-ahjar gaghda” ta’ kemm is-soluzzjoni standard u kemm l-estratt,
per ezempju bhal hawn taht.

Iddetermina I-punt ta’ “l-ahjar gaghda” ghall-oghla livell standard (SL) bl-uzu tal-formula:

7S, +48,+8,- 28,

(@) SL = 10
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Iddetermina I-punt ta’ “l-ahjar qaghda” ghall-oghla livell standard (SH) bl-uzu tal-formula:

7Sy *+48,+S, 425,

b) SH
10

Bl-istess mod ikkalkula 1-punti ta’ “l-ahjar qaghda” ghal-livell l-iktar baxx ta’ I-estratt u l-livell l-iktar gholi ta’
l-estratt billi tissostitwixxi Uy, U,, Us, U, u Ug ghal S, S,, S, u S; fil-formula ta’ hawn fug.

Irregistra l-valuri kkalkolati SL u SH fuq l-istess karta grafika u ghagqadhom biex taghti I-linja ta’ “l-ahjar
qaghda” ghas-soluzzjoni standard. Bl-istess mod, irregistra I-UL u I-UH u ghagqadhom biex taghtihom il-linja
ta’ “l-ahjar qaghda” ghall-estratt.

Fl-assenza ta’ linji ta’ interferenza l-linji ghandhom ikunu paralleli. Ghal skopijiet prattici I-linji jistghu jigu
kkunsidrati paralleli jekk il-valuri (SH-SL) u (UH-UL) ma jvarjawx b’iktar minn 10 % mill-valur medju taghhom.

Jekk il-linji jinstab li mhumiex paralleli, jew 1-U1 u s-S1 jew 1-U8 u s-S8 jistghu jitwarrbu u I-SL, I-SH, il-UL

u -UH ikkalkulati, bl-uzu tal-formula alternattiva, biex jaghtu linji alternattivi ta’ “I-ahjar qaghda™
55, +25 =S 55, +25,-S
a’) SL =L 20 27048
6 6
55,+25 =S 55,+25,-S
b') SH = —* 62 L jew 8 64 2

u bl-istess mod ghall-UL u I-UH. Il-linji alternattivi ta’ “l-ahjar qaghda” ghandhom jigu kkontrollati
ghall-paralellizmu bhal gabel. II-fatt li r-rizultat gie kkalkulat minn tliet livelli ghandu jigi nnutat fir-rapport
finali.

Meta I-linji huma kkunsidrati bhala li huma paralleli, ikkalkula 1-logaritmu tal-log ta’ l-attivita relattiva.(log A)
permezz ta’ wahda mill-formuli li gejjin:

Ghal erba’ livelli

(Uy+ U+ U+ Ug=S =S, -8, -S,) x 0,602
U+ Ug*S,+8,-U -U,-S, S,

o logA =
Ghal erba’ livelli

(U1+ U,+ U4—Sl—SZ—S4) x 0,401
U,+S,-U,-S,

d) log A =
Ghal tliet livelli

(U2+ U+ US—SZ—S4—SS) x 0,401
U8+S8_U2_SZ

d’) logA =

Attivita reali = attivita presupposta x attivita relattiva.

Jekk l-attivita relattiva jinstab li hi barra l-firxa ta’ 0 75 sa 2 70, imbaghad irrepeti l-analizi billi taghmel
aggustamenti approprjati ghall-koncentrazzjonijiet ta’ l-estratt jew, jekk dan mhuwiex possibbli,
ghas-soluzzjonijiet standard. Meta l-attivita relattiva ma tistax tingieb fil-firxa adegwata, kull rizultat ottenut
ghandu jigi kkunsidrat bhala approprjat u dan ghandu jigi nnutat fir-rapport finali.

Meta I-linji huma kkunsidrati bhala mhux paralleli, irrepeti d-determinazzjoni. Jekk il-paralellizmu ikun
ghadu ma ntlahagx, id-determinazzjoni ghandha tigi kkunsidrata bhala insodisfacenti.

IR-RATA TA’ REPETIZZJONI

Id-differenza bejn ir-rizultati taz-zewg determinazzjonijiet imwettqa fuq l-istess kampjun, mill-istess analist,
m’ghandhiex teccedi:

— 2 mg/kg, f'valur assolut, ghal kontenuti ta’ avoparcina minn 2 u sa 10 mg/kg,
— 20 % relata ma’ l-oghla valur ghal kontenuti ta’ 10 sa 25 mg/kg,
— 5 mg/kg, f'valur assolut, ghal kontenuti ta’ 25 sa 50 mg/kg,

— 10 % relatati ma’ I-oghla valur ghal kontenuti | fuq minn 50 mg/kg.
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ID-DETERMINAZZJONI TA’ SODJU TA’ MONENSIN PERMEZZ TA’ TIXRID FMEDIUM TA’ L-AGAR

L-ISKOP U L-QASAM TA’ APPLIKAZZJONI

II-metodu huwa ghad-determinazzjoni tas-sodju ta’ monesin faffarijiet ghall-ikel ghall-annimali u tahlitiet
minn gabel. [I-limitu ta’ determinazzjoni 'l iktar baxx huwa 10 mg/kg (10 ppm) (*).

IL-PRINCIPJU

Il-kampjun hu estratt b’ 90 % metanol L-estratt hu sottomess ghal proceduri approprjati skond il-kontneut
tas-sodju tal-monesin tal-kampjun. L-attivita antibijotika hi ddeterminata billi jitkejjel it-tixrid tas-sodju
tal-monesin f medium ta’ 1-agar inokulat bil-Baciluus subtilis. Id-dijametru ta’ dawn iz-zoni ghandu jigi meqjus
bi proporzjon dirett ghall-logaritmu tal-koncentrazzjoni antibijotika tul il-firxa tal-koncentrazzjonijiet
antibijoti¢i impjegati. Is-sistema ta’ din is-sistema ta’ analizi hi mnaqgsa fil-prezenza ta’ jonji tas-sodju.

MIKRO-ORGANIZMU: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Biex tinzamm il-kultura principali

Lagqam it-tubi li jikkontjenu inklinazzjonijiet tal-medium ta’ 1-agar (4.1) bil-Bacillus subtilis u inkubahom tul
il-lejl fi 30 °C. Ahzen il-kultura fi frigg fmadwar 4 °C. Erga lagqam kull xahar.

Il-preparazzjoni tas-sospensjoni ta’ l-ispori (?)

Igbor il-patina minn inklinazzjoni ta’ l-agar ippreparata ricentement (3.1) permezz ta’ 2 sa 3 ml ta’ ilma sterili.
Uza din is-sospensjoni biex tlagqam 300 ml ta’ medium tal-kultura (4.1) kontenut fi fjasketta Roux u inkuba
ghal tlieta sa hamest ijiem fi 30 °C. Igbor l-ispori fi 15-il ml ta’ 20 % ta’ etanol (4.3), wara kontroll ta’
l-isporulazzjoni taht il-mikroskopju u hallat sewwa. Din is-sospensjoni ghandha tinzamm ghal mill-inqas
hames xhur fmadwar 4 °C

IL-MEDJA TAL-KULTURA U R-RIAGENTI

Il-medium tal-kultura (3)

Triptun 100 g
Estratt tal-hmira 30¢g
Estratt tal-laham 15¢
Glukosju 10g
Agar (skond il-kwalita) 10-0sa 200 g
Ilma 1000 ml

pH 6°5 (wara l-isterilizzazzjoni).

Il-medium ta’ l-analizi

Glukosju 100 g
Estratt tal-hmira 25¢g
Fosfat tad-dipotassju ta’ l-idrogenu, K,HPO, 069 ¢g
Fosfat tad-dipotassju ta’ l-idrogenu, KH,PO, 045¢
Agar (skond il-kwalita) 10-0sa 200 g
Ilma 1000 ml

pH 6 (wara l-isterilizzazzjoni).

1 mg tas-sodju tal-monensin hija ekwivalenti ghal 1 000 UK unita..
Jistghu jintuzaw metodi ohrajn sakemm ikun gie stabbilit li jaghtu sospensjonijiet simili ta’ l-ispori.
Kull medium kummer¢jali tal-kultura ta’ komposizzjoni simili u li jaghti l-istess rizultati jista’ jintuza.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2

5.3.

7.1.

Etanol 20 % (v/v): zid 200 ml ta’ I-etanol ma’ 800 ml ilma.

Metanol, anidridu.

Metanol 90 % (v/v): zid 900 ml ta’ metanol (4.4) ma’ 100 ml ilma.

Metanol 50 % (v/v): zid 500 ml tal-metanol (4.4) ma’ 500 ml ilma.

Ossidu ta’ l-aluminju, ggranulat (alcoa F, 20 mesh alumina attivata UG 1: F. Lancaster and Co., jew ekwivalenti).
Sustanzi standard: sodju tal-monensin ta’ attivita maghrufa (ez. mil-Laboratorju Internazzjonali ghal Standards
Bijologici.. Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK- Surrey KT 15 3NB).

L-APPARAT

Evaporatur dawwari ta’ vakwu, bi fjasketta biz-zaqq tond ta’ 250 ml.

Tubu tal-hgieg ghall-kromatografija, djametru intern 25 mm, tul: 400 mm, b’tarf miftuh ta’ 2 mm dijametru.
Tubu tal-hgieg ghall-kromatografija, djametru intern: 11-il mm, tul: bejn wiehed u ichor 300 mm, b’tarf

miftuh ta’ 2 mm dijametru.

SOLUZZJONIJIET STANDARD

Holl kwantita pezata b'mod ezatt tas-sustanza standard (4.8) fil-metanol (4.4) u zid biex taghti soluzzjoni
principali li tikkontjeni 800 pg. Mahzuna fi fjasketti maghluqa bit-tapp £'4 °C, din is-soluzzjoni hi stabbli ghal
sa gimaghtejn.

Minn din is-soluzzjoni principali ipprepara b'dilwizzjoni successiva b’50 % metanol (4.6) is-soluzzjonijiet li
gejjin:
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IL-PREPARAZZJONI TA’ L-ESTRATT

L-estrazzjoni

It-tahlitiet minn gabel

Izen kwantita ta’ kampjun ta’ 2 gm, zid 100 ml ta’ 90 % metanol (4.5), omogenizza u ¢centrifuga ghal ftit
minuti. Iddilwixxi s-soluzzjoni supernatanti ma’ 50 % metanol (4.6) biex tottjeni kontenut tas-sodju monensin
mistenni ta’ 8 pg/ml (= Uy).

Affarijiet ta’ I-ikel ghall-annimali b'livell ta’ sodju monensin mhux iktar baxx minn 50 ppm

Ippeza kwantita ta’ kampjun ta’ 10 sa 20 g, zid 100 ml ta’ 90 % metanol (4.5), omogenizza ghal 15-il minuta
u halliha togghod.

Inserixxi gheluq tat-tajjar fit-tarf dejjaq ta’ tubu tal-hgieg (5.2) u zid l-ossidu ta’ l-aluminju (4.7) b’daqqjet hfief
sakemm il-kolonna tilhaq 75 sa 80 mm gholi.

Ferra’ l-estratt ghal fuq il-kolonna ta’ l-ossidu ta’ I-aluminju u igbor ilfiltrat. Zid 30 ml tal-filtrat ma 50 ml
ilma. Aghmel diluwizzjonijiet sussegwenti ma’ 50 % metanol (4.6) biex tottjeni kontenut mistenni ta’ sodju
tal-monensin 8 pg/ml (= Uy).
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7.1.3.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

Affarijiet ta’ I-ikel ghall-annimali bivell tas-sodju tal-monensin iktar baxx minn 50 ppm (sa limitu ta’ 10 ppm)

Ippeza kwantita ta’ kampjun ta’ 10 sa 20 g, zid 100 ml ta’ 90 % metanol (4.5) u omogenizza ghal 15-il minuta.
I¢centrifuga sakemm car.

Ghal kampjun li jikkontjeni 20 ppm ta’ sodju tal-monensin, hu 40 ml tal-likwidu supernatanti. Ghal kampjunli
jikkontjeni 10 ppm, hu 80 ml u evapora san-nixfa taht vakwu fuq evaporatur dawwari (5.1) u mhux iktar
minn 40 °C. Holl ir-residwu £10 ml ta’ 90 % metanol (4.5).

Inserixxi gheluq tat-tajjar fit-tarf dejjaq tat-tubu tal-hgieg (5.3) u zid ossidu ta’ l-aluminju (4.7) b'daqqiet hfief
sakemm il-kolonna tilhaq 75 sa 80 mm gholi.

Ferra s-soluzzjoni metanolika tar-residwu ghal fuq il-kolonna ta’ I-ossidu ta’ l-aluminju u igbor il-filtrat. Ahsel
il-kolonna b 10 ml ta’ 90 % metanol (4.5) u kkombina l-hasliet mal-filtrat.

Evapora s-soluzzjoni ghal nixfa taht vakwu fuq evaporatur dawwari (5.1) b’inqas minn 40 °C. Holl ir-residwu
£10 ml ta’ metanol anidruz (4.4) u zid sa 20 ml bl-ilma. I¢¢entrifuga s-soluzzjoni fmill-inqas 4 000 r/min
ghal mill-ingas hames minuti. Aghmel dilwizzjonijiet sussegwenti b’ 50 % metanol (4.6) biex tottjeni kontenut
ta’ sodu ta’ monensin ta’ 8 ug/ml (= Uy).

Soluzzjonijiet ta’ analizi

Mis-soluzzjoni U8 ipprepara soluzzjonijiet U4 (kontenut mistenni: 4 pg/ml), U2 (kontenut mistenni: 2 pg/ml)
u U1 (kontenut mistenni: 1 pg/ml) permezz ta’ dilwizzjoni successiva (1 + 1) b’50 % metanol (4.6).

PROCEDURA TA’ ANALIZI

It-tilqim tal-medium ta’ analizi

Laqqam il-medium ta’ analizi (4.2) bis-sospensjoni ta’ l-ispora (3.2) £50 sa 60 °C. Permezz ta’provi preliminari
fuq pjanci b'medium ta’ analizi (4.2) iddetermina l-kwantita tas-sospensjoni ta l-ispora mehtiega biex
taghtihom l-akbar zoni u dawk I-iktar cari ta’ inibizzjoni bil-varji koncentrazzjonijiet ta’ sodju ta’ monensin.

Il-preparazzjoni tal-pjanci

[t-tixrid permezz ta’ agar jitwettaq fi pjanci bl-erba’ koncentrazzonijiet tas-soluzzjoni standard (Sg, S, S5, S4)
u bl-erba koncentrazzjonijiet tas-soluzzjoni ta’ analizi (Ug, U,, U,, U,). Dawn l-erba’ koncentrazzjonijiet ta’
estratt u standard ghandhom necessarjament jitqieghdu fkull pjanca. Ghal dan l-iskop, aghzel pjanci kbar
bizzejjed biex jippermettu mill-inqas tmien togbiet b'dijametru ta’ 10 sa 13-il mm u mhux ingas minn 30 mm
bejn i¢c-centri li ghandhom isiru fil-medium ta’ l-agar. It-test jista jitwettaq fuq pjanci li jikkonsistu ffolja
tal-hgieg b’cirku ta’ superfici ta’ I-aluminju jew tal-plastik imgieghed fug, 200 mm fi djametru u 20 mm gholi.

Ferra’ fil-pjanci kwantita tal-medium (4.2), imlagqma bhal £'8.1, biex taghti saff madwar 2 mm ohxon (60 ml
ghal pjanca ta’ dijametru ta’ 200 mm) Halliha toqghod fpozizzjoni livell, tagqab it-toqob u gieghed fihom
volumi mkejla ezatt ta’ soluzzjonijiet ta’ analizi u standard (bejn 0 710 u 0 715 ml ghal kull togba, skond
id-dijametru). Applika kull koncentrazzjoni mill-inqas erba darbiet sabiex kull determinazzjoni hi soggetta
ghal evalwazzjoni ta’ 32 zona ta’ inibizzjoni.

L-inkubazzjoni

Inkuba l-pjanci ghal bejn wiched u iehor 18-l siegha 35 sa 37 °C.

IL- VALUTAZZJONI

Kejjel id-djametru taz-zoni ta’ inibizzjoni sa I-eqreb 0- 1 mm. Irregistra I-kejl medju ghal kull koncentrazzjoni
fuq karta grafika semilogaritimika li turi l-logaritmu tal-koncentrazzjonijiet frelazzjoni mad-djametri taz-zoni
ta’ inibizzjoni. Pingi l-linji ta’ “l-ahjar qaghda” ta’ kemm is-soluzzjoni standard u l-estratt, per ezempju bhal
taht.
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Iddetermina I-punt ta’ “l-ahjar qaghda” ghal-livell standard I-iktar baxx (SL) bl-uzu tal-formula:

7S, +45 +S,-2S
a) SL = 1 2" 04 8
10

Iddetermina l-punt ta’ “l-ahjar gaghda” ghal-livell standard I-iktar gholi (SH) bl-uzu tal-formula:
7S, 4S,+S,+ 25,

b) SH
10

Bl-istess mod, ikkalkula I-punti ta’ “I-ahjar qaghda” ghal-livell ta’ l-estratt I-iktar baxx (UL) u l-livell l-iktar gholi
ta’ l-estratt (UH) billi tissostitwixxi U;, U,, U, uUg ghal S;, S, S, u S fil-formuli ta’ hawn fuq.

’ o«

Irregistra l-valuri kkalkolati SL u SH fuq listess karta grafika u ghaqqadhom biex taghti I-linja ta’ “I-ahjar
gaghda” ghas-soluzzjoni standard. Bl-istess mod, irregistra UL u UH u ghaggadhom biex taghti l-linja ta’
“l-ahjar gaghda” ghall-estratt.

Fl-assenza ta’ xi interferenza l-linji ghandhom ikunu paralleli. Ghal skopijiet prattici I-linji jistghu jigu
kkunsidrati paralleli jekk il-valuri (SH-SL) u (UH-UL) ma jvarjawx b’iktar minn 10 % mill-valur medju taghhom

Jekk il-linji jinstab li mhumiex paralleli, jew 1-U1 u s-S1 jew 1-U8 u s-S8 jistghu jitwarrbu u s-Sl, s-SH, 1-UL

u -UH ikkalkulati, bl-uzu tal-formuli alternattivi, biex jaghtu I-linji alternattivi ta’ “l-ahjar qaghda”
58, +2S =S 55,+2S,-S
a) SL=—»>1 2 ¢ jew = ——2 %
6 6
55, +25 =S 55 +2§5,-S
a) SL- 162 4w 264 8

’

u bl-istess mod ghal UL u UH. Il-linji alternattivi ta’ “l-ahjar qaghda” ghandhom jigu kkontrollati ghal
paralellizmu gabel. Il-fatt li r-rizultat gie kkalkolat minn tliet livelli ghandu jigi nnutat fir-rapport finali.

Meta I-linji huma kkunsidrati bhala paralleli, ikkalkula I-logaritmu tal-log relattiv ta’ attivita.
(log. A) permezz ta’ wahda mill-formuli li gejjin:
(U, + Uyt Ut Ug =S, =S, -5, ~S) x 0,602

U+ Ugt S+ S-U,—U,~S S,

o logA =

Ghal tliet livelli
(U, *U,+U,=S,-8,-8,) x 0,401

d) log A =
U S,-U,-S,
jew
i) logh _(U;# U+ Uy, -5,-5) x 0,401

Ugt §s-U,—S,
L-attivita reali = l-attivita mistennija x l-attivita relattiva.
Jekk l-attivita relattiva tinstab barra I-firxa ta’ 0- 5 sa 2 -0, imbaghad irrepeti l-analizi b’aggustamenti
approprjati ghall-koncentrazzjonijiet ta’ l-estratt jew, jekk dan mhuwiex possibbli, ghas-soluzzjoni standard.

Meta l-attivita relattiva ma tistax tingjieb fil-firxa mehtiega, kull rizultat ottenut ghandu jigi kkunsidrat bhala
approssimat u dan ghandu jigi nnutat fir-rapport finali.

Meta I-linji huma kkunsidrati bhala li mhumiex paralleli, irrepeti d-determinazzjoni. Jekk il-paraellizmu xorta
ma jintlahagx, id-determinazzjoni ghandha tigi kkunsidrata bhala insodisfacenti.

IR-RATA TA’ REPETIZZJONI

Id-differenza bejn ir-rizultati ta’ Zewg determinazzjonijiet imwettqa fuq l-istess kampjun, mill-istess analist,
m’ghandhiex tinqabez:

— 20 % relatat ma’ l-oghla valur ghal kontenuti ta’ sodju monensin minn 10 sa 25 mg/kg,

— 5 mg/kg, f'valur assolut, ghal kontenuti ta’ 25 sa 50 mg/kg,

— 10 % relatat ma’ l-oghla valur ghal kontenuti | fuqg minn 50 mg/kg.



